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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da enzima Rv0800 (DAP)
do Mycobacterium tuberculosis como componente de vacina de subunidade
proteica em dois sistemas de adjuvantes derivados de plantas. Para tanto, foi feita
a producéao heterdloga da enzima Rv0800 em E. coli e sua expressao pelo Mtb foi
confirmada. A proteina recombinante obtida (rDAP) foi avaliada como vacina
primeiramente associada ao Cn-AMP1, um peptideo antimicrobiano proveniente
da agua de coco, e em outro experimento, associada ao ADVAX™, um adjuvante
polissacaridico derivado da delta inulina e foram usadas para vacinar
camundongos BALB/c. As vacinas DAPC e DAPVAX induziram anticorpos IgG1 e
IgG2a especificos. A vacina DAPC gerou resposta imune celular de linfocitos
TCD4* e TCD8" produtores de IFN-y* antes e depois do desafio com Mtb, e
quando combinada com a vacina BCG melhorou a resposta induzida por esta.
Contudo, apesar de as vacinas terem induzido resposta imune especifica no
modelo estudado, apds a infeccdo foram geradas extensas lesdes pulmonares e
nao houve diminuicdo da carga bacilar nos pulmdes. Neste projeto foram
desenvolvidas novas vacinas de subunidade proteica compostas por uma enzima
do Mycobacterium tuberculosis associada a adjuvantes derivados de plantas,
nunca testados no modelo murino de infeccdo e que se mostraram imunogénicas,
mas nao conferiram protecéao.

Palavras-chave: tuberculose, protease, bacilo de Koch, imunogenicidade, vacina,

adjuvante



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS
1- INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é um grande problema mundial de saude para
humanos e animais, podendo ser causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
ou pelo Mycobacterium bovis. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
em 2013 confirmaram que, em um periodo de um ano, mais de 9 milhdes de
pessoas desenvolvem a doenca em todo o mundo, com uma estimativa de 1,5
milhdes de mortes. Outro agravo que piora o cenario da tuberculose no mundo é
a ocorréncia da coinfeccdo com o HIV, além do surgimento de novas cepas de
Mtb resistentes aos principais antibiéticos utilizados no tratamento da doenca
(WHO, 2014).

A doenca é classificada como uma zoonose, afetando o homem,
bovinos, pequenos ruminantes e, em alguns paises, animais selvagens (como
texugo, por exemplo). Apesar de o principal agente causador da TB em seres
humanos ser o Mycobacterium tuberculosis, o Mycobacterium bovis também pode
infectar o homem e gerar a doenca. Ja os bovinos se infectam apenas pelo M.
bovis, desenvolvendo a tuberculose bovina (TBb), tornando-se potentes
transmissores da doenca para o homem. Estima-se que 50 milh6es de bovinos
estejam infectados pelo M. bovis em todo o0 mundo. Mesmo com a eliminacao dos
animais positivos no teste da tuberculina, essa medida ndo é bem sucedida em
alguns paises que apresentam reservatorios selvagens do M. bovis, além de néo
ser acessivel ou aceita em outros paises. Logo, tanto para seres humanos, como
para 0s animais, existe uma necessidade urgente de desenvolvimento de terapias
capazes de controlar a infeccao por micobactérias (BUDDLE et al., 2013).

Esta claro que as infeccbes causadas por microrganismos do género
Mycobacterium afetam a vida de milhdes em todo o mundo. Esforgos na tentativa
de combater a TB tém sido confrontados com uma variedade de obstaculos e a
ineficacia da vacina BCG na prevencao da doenca € o principal deles (WHO,
2009). Apesar de a BCG ser amplamente utilizada em todo o mundo em criangas
recém-nascidas, se caracterizando como a vacina mais segura até hoje, sua

eficacia € muito variavel, protegendo apenas contra as formas graves da TB na



primeira infancia. J& em adolescentes e adultos essa protecdo € incompleta ou
inconsistente (OTTENHOFF & KAUFMANN, 2012).

Nos animais esse cenario ndo é diferente. Como nos humanos, a
capacidade protetora da BCG € muito variavel (0-80%) e mesmo nos testes em
gue bovinos receberam mais de uma dose da vacina, ndo houve desenvolvimento
de protecdo consideravel (BUDDLE et al., 2003; WEDLOCK et al., 2003). Devido
ao elevado risco para a saude humana, a TBb esta na lista das enfermidades de
notificacdo obrigatéria da Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE). Assim
como a TB, a tuberculose bovina esta difundida em todo o mundo e prejudica o
desenvolvimento da bovinocultura, tanto nos ramos de laticinios como de
produtos carneos, interferindo diretamente no comércio internacional dessas
mercadorias, o que reflete diretamente na economia de paises como o Brasil, que
tem a agropecudria como uma das bases de seus recursos econémicos. Além
disso, custos com testes diagndsticos e descarte de animais positivos, ja que nao
existe tratamento ou uma vacina protetora para os bovinos, perda de acordos
comerciais, restricdo no transito de animais e a manutencédo de programas de
controle e erradicacdo da doenca, geram perdas significativas para a pecuaria
mundial (RIZZl et al., 2012; WATERS et al., 2012).

A comunidade cientifica se esforca ao longo de décadas buscando
novas formas de combate e erradicacao da tuberculose humana e animal, sejam
meétodos de profilaxia ou tratamento. Nos Ultimos 15 anos 0s recursos para o
desenvolvimento de terapias contra a TB aumentaram consideravelmente, o que
proporcionou progressos importantes no desenvolvimento de novas vacinas que
ja se encontram em fase de testes clinicos. Os testes em humanos tém como
objetivo entender o porqué de a eficacia da BCG ser tdo variavel, as alteracdes na
administracdo da BCG bem como a avaliagéo de candidatos a novas vacinas que
melhorem a resposta da BCG ou mesmo que possam substitui-la (ROWLAND &
McSHANE, 2011; OTTENHOFF & KAUFMANN, 2012). Paralelamente, os estudos
em bovinos também progrediram e, desde 2003, existem vacinas sendo testadas
nestes animais (SKINNER et al., 2003 e 2005; MAUE et al., 2007; WATERS et al.,
2009; WEDLOCK et al., 2011).

Diante do exposto fica claro que o0s estudos que visam o0

desenvolvimento de novas vacinas para a tuberculose nos diversos modelos



animais disponiveis sdo de extrema relevancia. Neste trabalho objetivou-se
avaliar a capacidade imunogénica e protetora de novas vacinas de subunidade
proteica compostas por uma protease de Mtb associada a dois adjuvantes

diferentes provenientes de plantas no modelo de tuberculose murina.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1. Epidemiologia da tuberculose

No ano de 2014, a OMS lancou novos dados referentes a
epidemiologia da TB até o ano de 2013. De acordo com a instituicdo, nas ultimas
duas décadas houve progressos na reducdo do numero de casos e de mortes
pela doenca. O alvo do milénio para o ano de 2015 de deter e reverter a
incidéncia da TB ja foi alcancado, com as taxas chegando a 2,2% nos anos de
2010 e 2011. Mundialmente a mortalidade pela tuberculose reduziu em 41%
desde 1990, e estd a caminho da meta dos 50% de reducéo até 2015. As taxas
de incidéncia e mortalidade estdo em queda na maioria dos paises que
contribuem com os 80% de casos de TB no mundo, grupo este que o Brasil faz
parte (WHO, 2014).

E importante ressaltar que as metas tracadas pela OMS para o ano de
2015 ja foram alcancadas pelo Brasil em 2013, que conseguiu reduzir pela
metade a incidéncia e as mortes causadas pela tuberculose em relacdo aos
dados de 1990 (WHO, 2012). De acordo com informacdes recentes do Sistema
de Vigilancia em Saude, o Brasil obteve nas duas Ultimas décadas uma reducao
global do niumero de casos e de 6bitos por TB. Para o ano de 2013, o Ministério
da Saude (MS) estabeleceu como prioridades a ampliagdo do diagnoéstico com
implantagcéo de nova tecnologia e o fortalecimento das a¢gdes contra a doenca na
atencdo basica. Além disso, o enfrentamento aos determinantes sociais da TB
também se consolidam como meta, haja vista que a doenca tem relacdo direta
com a miséria e a exclusao social (BRASIL, 2013).

No entanto, nosso pais ainda possui cerca de 50 milhdes de pessoas
infectadas e em 2011 foram notificados 69 mil novos casos, colocando o Brasil
em 17° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de
tuberculose no mundo. Apesar de a incidéncia ter diminuido nos ultimos 20 anos,

a TB ainda é endémica no Brasil sendo a quarta causa de mortes por doengas



infecciosas, nos colocando como o pais da América Latina com maior indice de
casos da doenca (BRASIL, 2012).

Apesar dos resultados promissores na epidemiologia da doenca, o
namero de casos de TB ainda é muito elevado em todo o mundo. Estima-se que
um terco da populacdo mundial esteja infectada com o M. tuberculosis, e que em
2013 ocorreram nove milhdes de novos casos (13% coinfectados com HIV) e 1,5
milhdes de mortes. Segundo a OMS, caso nao haja controle da infeccdo, em 2020
mais de um bilhdo de pessoas estardo infectadas com o bacilo e cerca de 15
milhdes morrerdo em decorréncia da enfermidade (WHO, 2014).

Geograficamente as regides com maior nimero de casos da doenca
ainda sdo a Asia e a Africa. india e China acumulam quase 40% dos casos,
engquanto as regides do Sudeste Asiatico e o Ocidente do Pacifico sado parte dos
60% dos casos. A regido da Africa tem aproximadamente um quarto dos casos de
TB do mundo e as maiores taxas de incidéncia e morte populacional (Figura 1).
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FIGURA 1: Mapa com a estimativa do nimero de casos novos de
tuberculose no mundo em 2012.
Fonte: Adaptado de WHO (2013).



2.2. O agente etiologico: Mycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis, também conhecido como bacilo de
Koch, € um patogeno intracelular muito bem sucedido no seu processo de
infeccdo. O Mtb pertence a ordem Actinomycetales, subordem
Corynebacteriaceae, familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. O
complexo Mycobacterium tuberculosis, do qual o Mtb faz parte, é composto por
outras sete espécies de micobactérias, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M
canettii, M. caprae, M. microti e M. pinnipedii. As duas primeiras espécies sao 0s
principais causadores de TB em humanos (ROBERTS et al., 1991).

A estrutura morfolégica do Mtb consiste em bastonetes finos e retos,
sem mobilidade, aerdbicos, ndo produtores de esporos ou toxinas. O tamanho
dos bastonetes pode variar de 1 a 4 ym com 0,2 a 0,6 ym de diametro. O cultivo
do Mtb é demorado, pois o processo de duplicacdo do bacilo leva em torno de 16
a 20 horas, dependendo da oferta de nutrientes e oxigénio além do pH do meio.
Para o crescimento da bactéria in vitro, podem ser utilizados meios de cultura
enriquecidos, solidos ou liquidos, como Lowenstein- Jensen e Middlebrook 7H9
ou 7H11 (CRUMP et al., 2003; ADLER et al., 2005).

Os bacilos de Koch sao resistentes a muitos desinfetantes e corantes
comuns usados em laboratdrios. Isso se deve a composicdo da parede celular
gue é rica em lipidios o que torna a superficie da bactéria hidrofébica. Mesmo
sendo classificados como bastonetes Gram-positivos, a coloragdo por essa
técnica é dificil, pois cora o bacilo de forma fraca, logo ndo costuma ser utilizada
para identificacdo. A coloracdo de escolha para deteccdo da bactéria € o método
de Ziehl- Nielsen, pois o complexo composto por acidos micélicos (acido graxo de
cadeia longa), arabinogalactanas e peptideoglicanos da parede celular formam
uma barreira hidrofobica que retém a fucsina e ndo é descorado pelo alcool-acido.
Portanto, o Mtb é classificado como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR)
(ADEREM & UNDERHILL, 1999).

A composicao da parede celular do Mtb € essencial para o crescimento
e sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro e as drogas antimicobacterianas mais
eficientes sdo aquelas capazes de inibir a biossintese dos componentes da
parede bacteriana. Essa estrutura morfolégica Unica das micobactérias, que



confere ao patégeno uma superficie com baixa permeabilidade, é considerada um
dos fatores chave que geram a resisténcia aos antibidticos e quimioterapicos mais
comuns (CHATTERJEE, 1997). Além disso, a parede fornece suporte mecéanico e
protege o conteudo da célula bacteriana (GOROCICA et al., 2005) como ilustrado
na Figura 2.

O envelope de Mtb €& composto por trés estruturas, a membrana
citoplasmatica, a parede celular e a capsula externa. A composicdo da membrana
€ compartilhada pela familia Actinomycetales (MAHAPATRA et al., 2005), sendo
formada por fosfolipidios. Nela também se encontram ancorados alguns
glicolipidios como o fosfatidilinositol, manosideos, lipomanana (LM) e
lipoarabinomanana (LAM). Estes se estendem até a parte externa da parede
celular. A parede celular apresenta uma grande quantidade de lipidios sendo
recoberta por uma camada espessa de peptideoglicanos. A capsula externa
representa o conjunto de componentes do envelope e ndo € bem diferenciada das
outras camadas. Nela estdo as proteinas, polissacarideos e alguns lipidios . Uma
das proteinas presentes na capsula e na parede celular € o antigeno 85c¢ (Ag85c),
que participa na sintese dos &cidos micdlicos e contribui com a integridade da
parede celular do Mtb (DRAPER et al., 2005).
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FIGURA 2: Modelo da parede celular do Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: Adaptado de CHATTERJE (1997).



2.3. Patogenia da tuberculose e resposta imune

A transmissao do bacilo da tuberculose ocorre de uma pessoa com TB
ativa para outra pessoa susceptivel, por meio da fala, do espirro e,
principalmente, da tosse devido as goticulas que sao liberadas e que contém em
seu interior, o patégeno. Essas goticulas sdo pequenas o suficiente para ficarem
em suspensdo no ar por muitas horas, o que facilita ainda mais a transmisséo
(RUSSELL et al., 2010). O o6rgao alvo de infeccdo do bacilo é geralmente o
puimdo (TB pulmonar), contudo outros sitios podem ser acometidos
caracterizando a TB extrapulmonar (WHO, 2012).

Na TB pulmonar, quando o bacilo alcanc¢a o érgao alvo, a primeira linha
de defesa no combate a bactéria € formada principalmente por macréfagos
alveolares, células dendriticas e granulécitos presentes no pulmao (GONZALEZ-
JUARRERO et al., 2003). Dados da literatura mostram que tanto em humanos
como em camundongos, 0os macréfagos alveolares, por meio dos receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRR), como receptores para a por¢ao
Fc de imunoglobulinas, manose, complemento, CD14 e CD43 (PETERSON et al.,
1995; RANDHAWA et al., 2005) podem reconhecer os padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) presentes na micobactéria (componentes
estruturais como proteinas e glicolipidios, por exemplo). A partir dessa interacao,
0s macrofagos sdo entdo ativados e dao inicio a sua atividade de fagocitose do
Mtb. No entanto, o bacilo possui diversos mecanismos de inibicdo da atividade
dos macrofagos, como a inibicdo da fusdo do lisossoma com o fagossoma, a
capacidade de se reproduzir no interior de endossomas, além de conseguir
modular o padrdo de morte celular das células infectadas (FLYNN & CHAN 2001).

Os macroéfagos alveolares infectados passam a produzir citocinas como
o TNF-a e a IL-12, além de quimiocinas que irdo recrutar outras células para o
local da infeccdo como monacitos, neutroéfilos e, posteriormente, linfocitos. O TNF-
a € uma citocina pro- inflamatéria que possui agdo microbicida em macrofagos
humanos infectados pelo M. tuberculosis, além de agir diretamente na formacao

do granuloma e contencdo da micobactéria em macrofagos de camundongos.



Apo6s uma multiplicacdo inicial nesses macrofagos, essas células entram em
apoptose e 0s corpos apoptoticos sdo capturados por neutréfilos e células
dendriticas (DCs) locais. As DCs carreiam o antigeno até os linfonodos drenantes
toracicos ou até o parénquima pulmonar, desenvolvendo um foco inflamatoério
local e levando ao recrutamento de mais células mononucleares dos vasos
sanguineos préximos, o que facilita a disseminacdo bacteriana (BARNES et al.,
1990).

Estudos in vitro com células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de humanos demonstraram que DCs infectadas pelo Mtb expressam
CD54 e CD80, além de secretarem diversas citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a, IL-1 e IL-12 (UNDERHILL et al.,, 1999). Analises do perfil de citocinas
produzidas apds a infeccdo pelo Mtb revelaram que macrofagos derivados de
monacitos infectados pelo bacilo secretam IL-13, IL-6, TNF-a e IL-10. Além disso,
foi visto que células dendriticas derivadas de macrofagos produziam niveis baixos
de IL-12p70 e quantidades elevadas de IFN-y (GIACOMINI et al., 2001). As
citocinas sdo muito importantes na infecgdo pelo M. tuberculosis, pois agem no
recrutamento de células que atuardo diretamente na resposta contra a bactéria
para a formacéo e manutencao do granuloma e, consequentemente contencéo da
infeccéo.

As DCs contendo o bacilo, que migram para os linfonodos drenantes,
entram em apoptose liberando os antigenos peptidicos micobacterianos que séo
processados e apresentados para as células T virgens especificas por DCs
residentes ativadas, principais produtoras de IL-12 na infeccdo pelo Mtb
(COOPER et al.,, 1997; FLYNN & CHAN 2001). Durante a apresentacao as
células T séo ativadas, pela influéncia da IL-12 produzida por DCs e macréfagos
infectados, entram em expansao tornando-se células efetoras (TCD4* e TCD8") e
saem do linfonodo para alcancar a circulagdo sanguinea, pelos vasos linfaticos
eferentes e pelo ducto toracico. A IL-12 é uma citocina crucial durante a infecgéo,
pois melhora o reconhecimento de antigenos do M. tuberculosis pelos linfocitos T,
promovendo a proliferacdo dessas células que produzem IL-2, um fator de
crescimento para os linfocitos durante a fase inicial de expansédo celular. As
células TCD4* ao se diferenciarem em células Thl, apos receberem o estimulo

dos antigenos micobacterianos, se constituem em um componente importante no
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processo de contencgéo bacteriana pela producao de IFN-y. Essa citocina contribui
para recrutamento de células mononucleares como macréfagos e mondcitos para
a formacéo do granuloma, e o combate a replicacao do bacilo (SAUNDERS et al.,
2002). Somado a isso, ocorre um maior recrutamento de linfocitos T citotoxicos
para o foco infeccioso, e um aumento da producédo de IFN-y por células natural
killer (NK) e linfécitos TCD4* produtores nao so6 de IFN-y, mas também de TNF-q,
sob influencia da IL-12. O IFN-y atua induzindo a producdo de TNF-a pelos
monacitos infectados pelo Mtb que, por sua vez, induz a producéo de IFN-y pelas
células NK (SAMPAIO et al., 1992).

Na tuberculose em humanos, as células NK regulam diferentes
aspectos da resposta imune, pois apresentam maior citotoxicidade contra os
macrofagos infectados com o bacilo e aumentam a capacidade dos linfécitos
TCD8" em produzirem IFN-y e serem ativados, promovendo assim uma conexao
entre a resposta imune inata e a adaptativa na TB (FENG et al., 1999; SERBINA
et al., 2000). A atividade citotoxica das células TCD8* é mais evidente quando
reconhecem 0s antigenos micobacterianos apresentados por DCs ou por
macrofagos infectados, via MHC de classe | e moléculas CD1 (LEWINSOHN et
al.,, 1998; FLYNN & CHAN 2001). Uma vez ativados, esses linfocitos produzem
TNF-a além do IFN-y, que sao ativadores potentes de macrofagos infectados.
Além disso, as células TCD8* podem eliminar células infectadas via Fas/ FasL ou
por meio da liberacdo de perforinas e granzimas, induzindo a apoptose celular
(BROOKES et al., 2003).

Em relacdo as células B, por mais de 100 anos os pesquisadores
buscam compreender a eficicia da imunidade humoral na TB, entretanto, o papel
desses linfocitos ainda é controverso, pois as informacgfes obtidas em trabalhos
realizados com animais e humanos sdo inconsistentes e, as vezes, contraditorias
(GLATMAN-FREEDMAN & CASADEVALL, 1998). Dentre as funcdes atribuidas a
essa populacdo celular estdo: a secrecdo de imunoglobulinas, a producao de
citocinas, a apresentacdo de antigenos, sendo capazes de ativar os linfocitos T,
além de se ligarem aos microrganismos facilitando a fagocitose dos mesmos
(HOFT, 2008). Para a producao de anticorpos especificos € necessaria a atuagao
de células Thl e Th2, que induzem as células B a secretarem imunoglobulinas

que favorecem a eliminacdo do antigeno (pela ativagdo do sistema complemento,
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por exemplo), mas em outros momentos facilitam a entrada do microrganismo na
célula (ABEBE & BJUNE, 2009; MAGLIONE & CHAN, 2009). Como o Mtb € um
antigeno intracelular, ele ndo € exposto a acdo dos anticorpos. Contudo, no inicio
da infeccdo, os anticorpos sozinhos ou em conjunto com as citocinas, possuem
um papel efetivo prevenindo a entrada da bactéria na superficie de mucosas.
Além disso, ja foi observada a participacdo dos anticorpos em infec¢des crénicas
como a induzida pelo Mtb (RELJIC & IVANYI, 2006; FENG et al., 2011). Um
trabalho realizado por BOYTON & OPENSHAW (2002) mostrou que anticorpos
das classes IgG, IgA e IgM podem ser detectados nas secrecdes da mucosa do
trato respiratorio inferior de humanos infectados pelo bacilo. Alguns estudos
também demonstraram a presenca de IgG e IgM, especificos contra proteinas do
Mtb, no soro de individuos com tuberculose (RABAHI et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2008; COSTA et al., 2011; LIMONGI et al.,, 2011; FENG et al., 2011). Em um
estudo recente realizado por TORRADO et al. (2013), camundongos que
apresentavam linfécitos B incapazes de secretar imunoglobulinas, mesmo tendo
uma populacdo de células B ativas acumuladas no pulmao, foram mais
susceptiveis a infeccdo por via aérea pelo Mtb quando comparados aos
camundongos selvagens ou mesmo aos que nao tinham linfécitos B. A maior
sensibilidade dos animais ndo estava relacionada a problemas na ativacdo de
células T ou a uma resposta do tipo Thl. Essa susceptibilidade no pulméo foi
associada a elevada expresséo de citocinas como IL-6, GM-CSF, IL-10 e outras
moléculas produzidas por macrofagos ativados. Os autores concluiram que o0s
linfécitos B podem modular a imunidade contra o Mtb em um érgao especifico,
atuando na producéo de citocinas e ativagdo de macrofagos.

O estabelecimento da infeccdo nos macrofagos com subsequente
recrutamento de outras células do sistema imune promove a estrutura organizada
do granuloma (DANNENBERG, 1991). ApOs a infeccdo inicial, antes do
estabelecimento da resposta adaptativa, ocorre a formagdo de granulomas
epitelidides, fase caracterizada pela presenca de lesdes exsudativas com reacao
inflamatoria aguda com leucécitos ao redor dos bacilos. Em 90% dos casos esse
tipo de exsudato € absorvido e ocorre a cicatrizacdo (DAVIS & RAMAKRISHMAN,
2009). Forma-se uma regido central onde existem células gigantes multinucleadas
contendo os bacilos, que sédo rodeadas por macrofagos espumosos e células
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epitelidides. Na zona periférica estdo as células mononucleares, entre estas os
linfocitos T e B associados a uma bainha de matriz extracelular e fibroblastos
(RUSSEL et al., 2010), como ilustrado na Figura 3B e 3D. A zona central ao
apresentar necrose torna-se caseosa e € denominada tubérculo. Em seguida,
ocorre cicatrizacado por tecido fibroso ou calcificacdo (COSMA et al., 2003).
Alguns estudiosos da TB afirmam que o granuloma € benéfico para o individuo
pela contencdo micobacteriana (ULRICHS & KAUFMANN, 2006). Entretanto,
outros sugerem que a formacédo granulomatosa é uma ferramenta do Mtb para a
expansao no organismo hospedeiro (DAVIS & RAMAKRISHMAN, 2009).

a Trato

Respiratério Goticulas 0. Alveolo
contendo o Cél. Epitelial ¢
Mtb sdo tipol N
‘.\. inaladas TCD8 do i‘ DC do
/¢ £ parénquima (#) parénquima

& %
Cél. Epitelial tipo Il

Macréfago \ | | Espago alveolar

Traquéia~ = A ¥ & < A 3 '

& (\\ \,? infectado ° O CélulaT

/ \f( M. tuberculosis— 4 5D < A
. £ A E~S DC
Pulmédo | 1 I\»/J - o alveolar
r‘—/7 : MO do " = 2
Bronquio ;Si_// \ parénquima Ry o % ’”:&‘ TCD4 do
\ . s parénquima
(a|)|!ar S a3 =1/
sanguineo

d G ¢ Linfonodo drenante
d Granuloma g

/5 <2 » )
g ©) )
Fibra de colageno— /4 OlOO‘O R Homing

para o ; .
MO espumoso - LA =< (\ ;:ul:n'éo Nosg Célula Tvirgem
Célula B O\l ™, o eferente DC ativada
MO infectado —‘&CO S / Vaso
WO W\ linfatico
‘ goO Q aferente
TCDS NOO)\O o
WD O 7§ O ) :

Fibroblasto

FIGURA 3: Esquema da formacdo do granuloma na tuberculose humana.
Fonte: adaptado de GRIFFITHS et al., 2010.

Ao longo de sua evolugdo o Mtb desenvolveu estratégias eficientes
para sobreviver e se replicar nas células alvo de seus hospedeiros. Entre os
mecanismos utilizados pela bactéria podem-se citar a prevencdo da fuséo do
fagossomo com o lisossomo pela inibicdo da acidificacdo do fagossomo, a
expressao de proteinas de viruléncia, a protecdo contra os reativos do oxigénio, a
inibicdo de citocinas protetoras como a IL-12 e o TNF-a, a evasao do processo de
apresentacao de antigeno (BAENA et al., 2009; MEENA et al., 2010; TISCHLER
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et al., 2010; NAIR et al., 2011) e a inibicdo da apoptose (KEANE et al., 2000).
Com o auxilio desses mecanismos o bacilo consegue sobreviver por muito tempo
no organismo hospedeiro. Algumas dessas estratégias utilizadas pela bactéria ja
foram esclarecidas, no entanto, outras ainda precisam ser elucidadas por
completo. O entendimento da interacdo do patdégeno com seu hospedeiro € muito
atil no combate ao microrganismo e ja se sabe que muitas proteinas produzidas
pelo Mtb estdo envolvidas nos processos de sobrevivéncia e manutencdo da

infeccdo causada por este agente (BAHT et al., 2012).

2.4. Proteinas do Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis produz e secreta uma série de proteinas que possuem
fundamental importancia na sua sobrevivéncia e na patogénese da TB. Muitas
dessas proteinas funcionam como antigenos que estimulam as células do sistema
imunolégico do hospedeiro e induzem a resposta imune contra 0 agente.

Um estudo realizado por KRUH et al. (2010) utilizando cobaias
infectadas por via area com Mycobacterium tuberculosis, identificou mais de 500
proteinas presentes durante o curso da infeccdo. As duas maiores classes de
proteinas identificadas foram as envolvidas no processamento da parede celular e
no metabolismo da bactéria. A terceira classe de proteinas mais abundantes foi a
da familia PE-PPE, que até entdo ndo era bem caracterizada, mostrando uma
expressdo consistente durante a infeccdo. No ano de 2013 diversos estudos
caracterizaram novas proteinas como possiveis alvos de drogas ou vacinas
contra a TB (JIANG et al., 2013; LEWINSONHN et al., 2013; SESHADRI et al.,
2013).

Algumas proteinas, como as proteases, participam de processos
bioldgicos fundamentais para a viabilidade e viruléncia de patdgenos, no entanto
existe pouca informacédo a respeito do papel potencial dessas enzimas nas
doencas causadas por micobactérias (RIBEIRO-GUIMARAES & PESSOLANI,
2007). As proteases sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza envolvidas
na hidrélise das ligagbes peptidicas de proteinas ou de fragmentos peptidicos

modificando os seus substratos com consequéncias importantes para a biologia



14

de diversos organismos. Essas enzimas s&o consideradas potenciais alvos
terapéuticos devido as fungbes que desenvolvem nos ciclos de vida dos
microrganismos, podendo atuar no metabolismo e diferenciacédo, assim como em
muitos aspectos da interacdo do parasito com o hospedeiro, tais como a migracao
tecidual, a invasdo celular, a nutricdo e a modulacdo de resposta imunolédgica
(KLEMBA & GOLDBERG, 2002).

Durante o sequenciamento do genoma do M. tuberculosis H37Ryv,
foram descobertas as familias PE e PPE de proteinas, compreendendo 10% das
regides codificadoras do genoma da bactéria (COLE et al., 1998), sendo familias
exclusivas de micobactérias (BAHT et al., 2012). Alguns estudos ja comprovaram
o envolvimento dessas proteinas na variacdo antigénica e na inducao da resposta
humoral e celular no hospedeiro. Proteinas da familia PE (Rv0746, Rv1759 e
Rv1818c) estéo relacionadas com a evasao da resposta imune bem como com a
variacdo antigénica (COLE et al., 1998; DELOGU et al., 2001; BANU et al., 2002;
BRENNAN et al., 2002) e alguns membros das duas familias como a Rv1818c,
Rv1917c e Rv3873 estdo associados a parede celular da bactéria (BRENNAN,
2003; DELOGU et al.,, 2004). A Rv1818c age influenciando na interacdo do
patégeno com o macrofago (BRENNAN et al., 2001), enquanto a Rv2430c induz
uma forte resposta de células B (CHOUDHARY et al., 2003). Outros membros das
familias PE e PPE de proteinas estdo relacionados com a viruléncia da
micobactéria (RAMAKRISHNAN et al., 2000; CHOUDHARY et al., 2003; LI et al.,
2005). Também ja foi confirmado que as proteinas das familias PE/ PPE modulam
as funcdes protetoras de macrofagos, a secrecdo de citocinas e 0s processos de
apoptose e necrose das células do hospedeiro (LI et al, 2005;
DHEENADHAYALAN et al., 2006; BALAJI et al., 2007; BASU et al., 2007).

A PPE18 (Rv1196), também conhecida como Mtb39a, € mais expressa
no M. tuberculosis quando comparado ao M. bovis (REHREN et al., 2007). NAIR
et al. (2009) documentaram que esta proteina utiliza o receptor semelhante a toll
2 (TLR2) para se ligar aos macrofagos, aumentando a producdo de IL-10 e
diminuindo a producéo de IL-12 e TNF-q, favorecendo uma resposta do tipo Th2.
Outros estudos realizados pelo grupo comprovaram que macrofagos infectados
com uma cepa mutante de Mtb que ndo possuia a PPE18 produziram menos IL-
10 e mais IL-12p40 comparados com os infectados com a cepa selvagem. BHAT
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et al. (2012) buscando elucidar o papel da PPE18 na infeccdo pelo Mtb,
infectaram camundongos com uma cepa knock out para a proteina (ppel8 KO).
Os autores verificaram que os animais infectados com a ppel8 KO apresentaram
menor carga bacteriana, menor dano tecidual e melhores taxas de sobrevivéncia
quando comparados com o0s animais infectados com o tipo selvagem.

Um grupo importante de enzimas é o das caseinoliticas (Clp), que séo
serina proteases altamente conservadas, presentes em uma diversidade de
bactérias, plantas e também em mamiferos (PORANKIEWICZ et al., 1999).
Diferente de outras bactérias que apresentam uma unica subunidade proteolitica
ClpP, o Mtb codifica um complexo enzimatico formado pela associacdo de duas
subunidades proteoliticas, ClpP1 e CIpP2, que sdo adaptadores de ATPase
(RAJU et al., 2012). O genoma do Mycobacterium tuberculosis contém dois genes
homologos que codificam a ClpP, o clpP1 e clpP2, e acredita-se que eles sejam
codificados em um mesmo operon (PERSONNE et al., 2013). MUTTUCUMARU
et al., (2004) verificaram que os genes clpPl e clpP2 s&o altamente expressos
pelo M. tuberculosis tanto em ambiente aerébico como em situacdes de hipoxia.
Além disso, ja foi comprovado que esse complexo ClpP é necessario para o
crescimento e replicacdo da bactéria, como no estudo desenvolvido por
CARROLL et al. (2011) que, utilizando uma cepa knock down para ClpP1P2,
observaram uma reducdo no crescimento da bactéria in vitro e a néo replicacdo
em macrdéfagos infectados.

Dados que corroboram com estes estudos sdo os de RAJU et al.
(2012) que, utilizando estratégias de complementacdo e recombinacao,
substituiram um promotor enddgeno dos genes clpP1 e clpP2 em Mycobacterium
smegmatis por um promotor induzido por tetraciclina. Ndo houve crescimento
bacteriano da cepa recombinante na auséncia do indutor de tetraciclina, no
entanto, esse crescimento foi restaurado na presenca de plasmideos que
continham tanto o clpP1 quanto o clpP2 de M. tuberculosis. Plasmideos que
continham apenas o clpP1 ou o clpP2, ndo foram capazes de retomar o
desenvolvimento bacteriano e a delecdo de cada subunidade resultou na morte
da bactéria. Segundo os autores, uma vez que a complementacéo foi realizada
com os homélogos de Mth e subunidades de diferentes espécies, o complexo

ClpP1P2 é provavelmente muito semelhante em M. smegmatis e em M.
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tuberculosis. Além disso, RAJU et al. (2012) também confirmaram que o
complexo ClpP1P2 participa na remocao de proteinas anormais que podem ser
produzidas durante o metabolismo da bactéria, agindo como uma chaperonina.

Outro grupo de enzimas que desenvolve um importante papel na
fisiologia e na fisiopatologia do Mtb séo as lipoliticas. O M. tuberculosis apresenta
em seu genoma 250 genes que codificam enzimas envolvidas na sintese ou na
degradacédo de lipidios. Esta caracteristica combinada com a quantidade de
lipidios do patogeno representa de 30 a 40% do peso da bactéria, o que sugere
que os lipidios e as enzimas lipoliticas possuem um importante papel no ciclo de
vida da micobactéria e, provavelmente, na sua viruléncia (DEDIEU et al., 2013).
Sabe-se que os lipidios e glicolipidios que compdem a parede celular da
micobactéria sdo considerados como os maiores determinantes da viruléncia do
patbgeno (NEYROLLES et al., 2011). No entanto, ao contrario dos lipidios
associados a membrana como o acido micélico ou o fosfatidil inositol manosidio,
gue sdo amplamente estudados, os lipidios intracitoplasmaticos produzidos pela
bactéria durante a infeccdo sdo negligenciados (GARTON et al.,, 2002). Esses
lipidios intracitoplasmaticos provavelmente derivam dos lipidios da membrana
celular do hospedeiro e o Mtb os usa como fonte de carbono e energia
(armazenando- os em forma de triacilglicerol- TAG) durante o estagio de laténcia
(COTES et al. 2007; SCHUE et al., 2010; DANIEL et al., 2011).

Estudos de imunocitolocalizacdo revelaram que diversas enzimas
lipoliticas do Mtb, que sdo componentes estruturais da membrana bacteriana,
guando se associam com a parede celular podem aumentar a possibilidade de
desenvolverem um papel de degradacdo enzimética dos lipidios da célula do
hospedeiro. A localizacdo dessas proteinas na superficie celular também sugere
que elas possam participar na modulacdo da resposta imune (MISHAR et al.,
2008; SHANAHAN et al., 2010) e/ ou na invasdo das células do hospedeiro
(COTES et al., 2007; BAKALA et al., 2010; SCHUE et al., 2010).

Andlises in silico identificaram a presenca de aproximadamente 30
genes que, supostamente, codificam enzimas lipoliticas, incluindo 24 lipases,
pertencentes a familia conhecida como Lip (LipC até LipZ). A LipY (Rv3097c), por
exemplo, € uma enzima lipolitica que tem capacidade de hidrolisar inclusées
intracelulares de lipidios que contenham TAG (DEB et al., 2006; MISHRA et al.,
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2008). Em condicbes de privacdo de nutrientes, a expressdo do gene lipY é
altamente induzida no M. tuberculosis seguida por uma eficiente utilizacdo do
triacilglicerol acumulado na auséncia de outra fonte de carbono. DEDIEU et al.
(2013) utilizando andlises in vitro, observaram que uma cepa de Mtb mutante que
nao apresentava o lipY néo foi capaz de hidrolisar o triacilglicerol (TAG). Com
estes resultados os autores inferiram que a LipY € responséavel pela utilizacdo do
TAG acumulado no citoplasma da bactéria durante o estagio de laténcia e/ ou
durante a saida deste estagio, permitindo assim a reativacdo da micobactéria.

Uma lipoproteina do Mtb que também vem sendo estudada é a MPT83
(Rv2873). Apesar de alguns autores sugerirem que essa proteina possui um
papel na adesdo as células do hospedeiro e na disseminagdo do Mtb, sua real
funcdo ainda € desconhecida (HEWINSON et al., 1996). A MPB83, proteina
homologa a MPT83 produzida pelo M. bovis, € um antigeno dominante presente
no soro de bovinos infectados pelo M. bovis (WIKER et al., 1998). Estudos com
bovinos imunizados com a vacina de DNA revelaram que a MPB83 é imunogénica
e gera uma forte resposta de células T e B (VORDERMEIER et al., 2000; CAl et
al., 2005). Animais que foram pré-tratados com anticorpos contra a MPB83
sobreviveram mais tempo ap6s a infeccdo com M. bovis (CHAMBERS et al.,
2004). Estudos in vitro com M. tuberculosis mostraram que a bactéria expressa
niveis relativamente baixos de MPB83 e MPB70, mas ocorre um aumento nos
niveis de MPT83 durante a infeccdo (HEWINSON et al., 1996).

KAO et al. (2012) comprovaram a capacidade protetora da MPT83 em
camundongos infectados com Mtb por aerosol, bem como a imunogenicidade da
vacina que induziu niveis elevados de células T produtoras de IFN-y no grupo
imunizado. Além disso, a proteina foi reconhecida pelas células T de pacientes
com tuberculose ativa, que proliferaram e produziram IFN-y. Um estudo realizado
por SESHADRI et al. (2013) investigou a resposta de células T policlonais de
humanos infectados com Mtb a antigenos imunodominantes da parede da
bactéria. Os autores observaram que as lipoproteinas sdo alvos das células T,
capazes de ativar uma resposta de linfocitos TCD4* produtores de IFN-y, se
caracterizando como uma classe imunodominante de antigenos associados a

parede celular. Os autores confirmaram esse dado utilizando uma cepa de Mtb
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que ndo apresentava a enzima IspA, responsavel pela sintese de lipoproteina, e
verificaram a perda da resposta de células T policlonais.

Proteases que se encontram amplamente distribuidas em procariotos e
eucariotos sdo as pertencentes ao grupo das metaloproteases. Essas enzimas
apresentam massas moleculares entre 17 e 800 kDa e sua principal caracteristica
€ a presenca de um cation bivalente no sitio ativo. Acredita-se que este ion ajude
na marcacdo da ligacdo peptidica a ser clivada ou estabilize o sitio catalitico
durante o mecanismo enzimatico. A familia M18 de metaloproteases possui cerca
de 600 membros, compreendendo enzimas de leveduras, fungos, bactérias e
mamiferos (RAWLINGS et al., 2004). Algumas enzimas desta familia apresentam
estrutura semelhante a do proteassoma celular, tendo uma cavidade interna
alinhada aos sitios ativos da protease e dois canais estreitos que conduzem a
regido central da estrutura, onde apenas polipeptideos desdobrados tem acesso.
A acao de algumas dessas enzimas € independente de energia e, sozinhas ou em
conjunto com outras enzimas, clivam e eliminam residuos peptidicos gerados pelo
proteassoma celular (TAMURA et al., 1998). Ademais, também podem fazer parte
de um mecanismo de resgate desses polipeptideos, em casos onde o
proteassoma nao esteja funcionando corretamente.

Em um estudo com células de mamiferos realizado por GLAS et al.
(1998), as mesmas foram expostas progressivamente a um inibidor do
proteassoma. As células mostraram um potencial adaptativo produzindo outras
proteases em grande quantidade que apresentaram, dentre outras funcoes, a
capacidade de mediar o carreamento de peptideos para as moléculas de MHC de
classe |. Estas proteinas parecem desenvolver papéis importantes no
metabolismo celular, entretanto o0s estudos referentes a esta familia,
principalmente em doencas causadas por micobactérias ainda sao incipientes.

Apenas algumas enzimas da familia M18 foram bioquimicamente
caracterizadas, incluindo a aminopeptidase | e a yhrll3w de leveduras
(YOKOYAMA et al., 2006), assim como a DNPEP, uma aspartil- aminopeptidase
de mamiferos (CHAIKUAD et al.,, 2012). Poucas aminopeptidases que clivam
substratos acidos séo conhecidas atualmente, apesar de ja terem sido reportadas
em leveduras, fungos e mamiferos. A mais estudada € a glutamil-

aminopeptidase, também chamada de ENPEP ou aminopeptidase A, que esta
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envolvida no sistema renina angiotensina (RAS), onde catalisa a conversdo da
angiotensina Il em angiotensina Ill, um regulador chave da presséo arterial em
humanos (LI et al., 1993; BANEGAS et al.,, 2006; WRIGHT et al., 2011). Ja a
DNPEP, por exemplo, possui uma alta atividade enzimatica em neurbnios e
tecidos neuroendocrinos de humanos (WILK et al., 1998; LARRINAGA et al.,
2005).

E sabido que um dos agentes causadores da malaria, Plasmodium
falciparum, utiliza interacdes proteina-proteina e processos enzimaticos para
conseguir entrar nos eritrocitos humanos, crescer e escapar dessas células
(LAUTERBACH & COETZER 2008). Uma das enzimas que permite o agente
realizar esse processo € a PfM18AAP, uma aspartil-aminopeptidase presente no
parasito que permite que o mesmo conclua seu ciclo de vida de forma bem
sucedida (SPICER et al., 2014).

A protease Rv0800 do Mth, que é uma aspartil-aminopeptidase,
também conhecida como DAP (devido a preferéncia pelo acido aspartico como
substrato), pertence a familia M18 de metalo proteases. Um estudo que comparou
0s genes codificadores de proteases do M. leprae com o Mtb, o M. bovis e 0 M.
avium paratuberculosis identificou uma alta homologia entre as espécies quando
analisou o gene pepC codificador da proteina DAP, que foi predita como sendo
essencial para sobreviéncia in vivo e patogenicidade da bactéria (RIBEIRO-
GUIMARAES & PESSOLANI, 2007). Contudo, pouco se sabe sobre as
propriedades moleculares e funcionais e se existe alguma relacdo desta enzima
com a imunogenicidade da micobactéria. E possivel que, assim como o P.
falciparum, o Mtb use a sua aspartil-aminopeptidase para interagir com as células
do hospedeiro promovendo a infecgdo. Além disso, o Mtb pode usar a interagédo
da DAP com as células para escapar do sistema imune do hospedeiro. Portanto,
por haver pouca informacdo em relacdo ao papel dessa enzima na resposta
imune contra a tuberculose, existe um grande interesse em estuda-la, pois ela

pode apresentar caracteristicas desejaveis para compor uma formulacéo vacinal.
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2.5. BCG e vacinas de subunidade proteica

A Unica vacina utilizada ha mais de cem anos é a BCG (Bacillus
Calmette- Guérin). A vacina € rotineiramente administrada em criancas
apresentando uma protecao significativa contra as formas severas da tuberculose,
a disseminada e a meningocécica. Entretanto, a eficacia protetora da BCG contra
a tuberculose pulmonar em adultos € inconsistente e incompleta, e as campanhas
de vacinacdo tem baixo impacto no controle da forma pulmonar, a responsavel
pela disseminacao da doenca (OTTENHOFF & KAUFMANN, 2012).

Ainda ndo esta claro porque o efeito protetor da BCG em recém-
nascidos e criancas até aproximadamente os 10 anos de vida, comeca a declinar
na adolescéncia, nas areas endémicas para a tuberculose. Condi¢cdes soOcio-
econdmicas, nutricionais, genéticas, a alta carga bacteriana circulante, a
exposicdo constante a outras micobactérias, comorbidades (infeccdo pelo virus
HIV) e co-infecgBes (por helmintos, por exemplo) que geram imunossupressao,
sdo incriminadas como possiveis causas da falha da BCG (OTTENHOFF &
KAUFMANN, 2012). Outra questao preocupante em relacdo a utilizacdo da vacina
BCG sdo as criancas HIV positivas que apresentam risco elevado de
desenvolveram “BCGosi” (disseminagcdo da BCG no organismo) (HESSELING et
al., 2007). E evidente que a vacina BCG é insuficiente para o controle mundial da
tuberculose. Logo, faz-se necesséario o desenvolvimento de vacinas que possam
reforcar a resposta protetora ja induzida pela BCG, ou mesmo que sejam capazes
de substitui-la. Nesse sentido, desde os anos 90 onde ndo havia candidatos a
nova vacina, muitos progressos foram alcancados e hoje ja existem 12 vacinas
em fase clinica de testes em humanos (OTTENHOFF & KAUFMANN, 2012).

Dentre as abordagens que vem sendo utilizadas pelos grupos de
pesquisa da tuberculose estdo as vacinas de subunidade proteica. Essa classe de
vacinas no contexto da tuberculose é produzida de duas formas, por meio de
sistemas de vetores virais ou como proteinas recombinantes associadas a
adjuvantes. As vacinas de subunidade proteica apresentam vantagens no quesito
seguranca quando utilizadas em individuos HIV positivos, além de poderem ser
usadas sozinhas ou como um booster para a vacina BCG (DEY et al., 2011). Para

gue proteinas do Mtb sejam consideradas como alvos de vacinas de subunidade
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contra a TB, elas devem estimular imunidade protetora em modelos experimentais
de infeccdo com o Mtb, devem ser imunogénicas na maioria dos pacientes com a
doenca ativa, aléem de ndo apresentarem reacao cruzada com proteinas humanas
(KAO et al., 2012).

Um avanco significativo na construcdo de proteinas recombinantes foi
conquistado, sendo a maioria proteinas de fusdo que combinam dois ou mais
antigenos imunodominantes do Mtbh. Essas proteinas normalmente sao
associadas a potentes adjuvantes indutores de uma resposta imune do tipo Th1.
Um estudo realizado pelo laboratério GlaxoSmithKlein (GSK) teve como resultado
uma proteina de fusdo denominada M72, composta pelos antigenos Rv1196 e
Rv0125 (VON ESCHEN et al., 2009) do Mth. A M72 foi testada como vacina de
subunidade proteica em associacdo aos adjuvantes sintéticos AS01 (Mtb72F-
ASO01) e AS02 (Mtb72F-AS02) produzidos pelo GSK.

Os primeiros ensaios com a vacina foram realizados em camundongos
e cobaias (BRANDT et al., 2004), onde observou-se uma inducéo significativa de
células Thl especificas para a proteina M72 nos camundongos vacinados com a
formulacdo Mtb72F-AS02. Andlises subsequentes demonstraram que as células
dos animais imunizados com a BCG sozinha responderam de forma fraca apoés a
estimulacdo in vitro com a vacina Mtb72F. Entretanto, o grupo que recebeu a
BCG seguida do reforco com a vacina de subunidade proteica produziu elevados
niveis de IFN-y. Somado a isso, também foi observada uma indugéo significativa
de linfécitos T citotoxicos bem como de anticorpos IgGl e IgG2a nos animais
imunizados com a Mtb72F. No entanto, ndo houve diferenca entre o grupo
imunizado apenas com a BCG e o grupo que recebeu o reforco com a Mth72F
nos ensaios de protecéo da vacina.

Apesar de nao encontrarem diferenca significativa na protecdo em
camundongos, esse resultado foi analisado com cautela pelos autores, pois é de
conhecimento geral que o modelo murino apresenta uma protecao limitada na
infeccdo por via aérea com Mtbh. Ja em cobaias, podem ser discernidas as
provaveis diferencas que nem sempre se apresentam tao Obvias no ensaio com
camundongos (BALDWIN et al., 1998). Assim, utilizando as cobaias vacinadas no
mesmo esquema anterior, 0s autores observaram que, de cinco animais que

compunham o grupo do reforgco com a Mtb72F, trés sobreviveram até a semana
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113 ao final dos experimentos. Os dois primeiros morreram com 52 e 75 dias,
respectivamente. As andlises histopatolégicas do pulmdo dos animais
sobreviventes mostraram pequenas areas ocasionais de fibrose e tecido
granulomatoso associados a amplas vias aéreas ou vasos sanguineos. Ja 0s
pulmbes dos que receberam apenas a BCG apresentaram extensas areas de
consolidacdo pulmonar com formacgdo de granulomas e infiltrado de linfécitos, o
gue levou a morte das cobaias.

Andlises posteriores em humanos foram realizadas e comprovou-se gue a vacina
Mtb72F-AS02 foi bem tolerada clinicamente em adultos com PPD negativo, sem
relatos de reacdes adversas (SPERTINI et al., 2013). A vacina foi capaz de
induzir células TCD4* polifuncionais especificas para a Mtb72F bem como
resposta imune humoral contra a proteina. Foi possivel detectar IFN-y no soro um
dia ap0s cada vacinacdo. Assim, em um estudo também no ano de 2013, a
capacidade imunogénica da vacina Mtb72F foi analisada em humanos saudaveis.
Os autores verificaram que a formulacdo vacinal Mtb72F associada aos
adjuvantes ASO1 ou ASO02 foi capaz de induzir resposta especifica de linfécitos
TCD4*, onde foram observadas células expressando dois ou mais marcadores
como CD40L, IL-2, TNF-a e IFN-y, que persistiram até um ano ap0s a imunizacao
dos pacientes (LEROUX-ROELS et al., 2013).

Uma das vacinas mais avancadas atualmente que entrou em fase
clinica lla em 2012, apls ter sido testada de forma bem sucedida em
camundongos, cobaias e primatas ndo humanos (OLSEN et al., 2001; OLSEN et
al., 2004; LANGERMANS et al.,, 2005), é a Hybrid I. Ela foi desenhada pelo
Statens Serum Institute, e € composta pela fusdo dos antigenos ESAT6 e Ag85B
associada ao adjuvante IC31 (OLSEN et al., 2001). Uma observacéao interessante
foi o elevado nivel de resposta imune de longa duragéo induzida pela vacina, que
poéde ser detectada até dois anos e meio apdés a dUltima imunizacao.
Recentemente, a mesma vacina mostrou-se capaz de resgatar a resposta imune
induzida pela BCG ou pela infeccdo latente com Mtb (VAN DISSEL et al., 2011).

Outra vacina também composta por antigenos fusionados do Mtb
(Ag85B e TB10.4, que também é expresso pelo BCG, diferente do ESAT6), a
Hyvac 4. Em 2005 a vacina foi desenvolvida pela fusédo do Ag85B e o0 TB10.4, um

antigeno do Mtb fortemente reconhecido por células de humanos infectados.
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Como o ESAT6 é um importante reagente de diagnéstico da TB, surgiu o
interesse em substitui-lo por outro antigeno capaz de compor uma vacina com o
Ag85B tdo eficaz quanto a formulacdo Ag85B-ESAT6 (OLSEN et al., 2001;
OLSEN et al.,, 2004; LANGERMANS et al.,, 2005). A vacina Ag85B-TB10.4
também foi associada ao adjuvante IC31 e induziu uma resposta ainda melhor
que a formulacdo com o ESAT6, sendo capaz de proteger camundongos C57BL/6
de forma semelhante a BCG (DIETRICH et al., 2005). Atualmente, a Ag85B-
TB10.4 esta em fase clinica | (PITT et al. 2013).

Diante dos dados expostos, fica claro que o desenvolvimento de
vacinas de subunidade proteica € um caminho promissor no que diz respeito a
melhoria da resposta imune induzida pela vacina BCG ou mesmo a substituicao

desta.

2.6. Adjuvantes utilizados em vacinas contra TB

Adjuvantes sao componentes capazes de intensificar e/ou modular a
resposta imune especifica a determinado antigeno (REED et al., 2013). Eles
podem ser classificados como veiculos sendo capazes de apresentar 0s
antigenos vacinais ao sistema imune de uma forma mais eficiente, controlando a
liberacdo deste antigeno para aumentar a resposta especifica. Também podem
ser imunoestimuladores quando agem no sistema imune potencializando a
resposta imune especifica (MONTOMOLI et al.,, 2011). Logo, os adjuvantes
apresentam um papel essencial na definicdo e na qualidade da resposta imune
induzida pelas vacinas (MACLEOD et al., 2011).

Um adjuvante para compor uma formula¢do vacinal contra tuberculose
precisa ter a capacidade de gerar e manter uma forte resposta do tipo Thl.
Poucos adjuvantes sao licenciados para o uso em seres humanos e sao fracos
indutores de resposta do tipo Thl, como hidroxido de aluminio e emulsfes a base
de esqualeno (JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2014). Entretanto, o hidréxido de
aluminio ainda é considerado o mais seguro adjuvante para ser utilizado em

vacinas para humanos.
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Estudos recentes em camundongos utilizaram o adjuvante CpG DNA
como componente de vacina de subunidade proteica associado as proteinas
MPT51 (SILVA et al, 2009) e HspX (TRENTINI et al., 2014) do Mtb, que
conferiram protecdo aos animais vacinados. No trabalho de SOUSA et al. (2012),
a associacdo do CpG DNA a proteina de fusdo CMX induziu elevados niveis de
anticorpos especifcos das classes IgG1 e IgG2a. Este adjuvante é composto por
oligonucleotideos sintéticos que expressam Citosina e Guanina ndao metilados
(WAGNER 1999). O CpG DNA é reconhecido via receptor semelhante a toll 9 (TL-
9), um PRR encontrado nos endossomas celulares. Ao ser internalizado por
mondcitos, macrofagos e DCs, o CpG DNA ativa o TLR-9 que é expresso por
essas células (BAUER et al., 2001; KADOWAKI et al., 2001), o que leva a inducdo
de citocinas pro inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a (BODE et al., 2011).

Algumas vacinas que estdo em fase de testes clinicos possuem em
sua formulagdo novas moléculas adjuvantes. A vacina Mtb72, por exemplo, foi
testada com duas formulagbes diferentes contendo os adjuvantes ASO01
(formulacdo com lipossoma) e AS02 (emulséo de 6leo e agua). O AS01 é um bom
estimulador do TLR-4 (PRR encontrado na membrana celular que pode ativar
duas vias de sinalizacdo que culminam com a producdo de citocinas proé-
inflamatérias) e desencadeia uma resposta do tipo TCD4 enquanto o AS02 ativa
uma resposta de células TCD8, principalmente. Ambos os adjuvantes sao
compostos por monofosforil lipideo A (MPL) e o detergente QS-21. O mecanismo
de acdo do QS-21 nao esta relacionado com receptores do tipo toll (GARCON et
al., 2011). O ASO1 mostrou-se protetor e foi um forte indutor de anticorpos das
classes IgG1 e IgG2a além de aumentar a producédo de linfocitos TCD4* IFN-y* e
a capacidade citotdéxica das células TCD8*. Contudo, a formulagdo contendo o
AS02 mesmo sendo uma fraca indutora de resposta imune foi capaz de diminuir a
carga bacilar nos pulmdes de camundongos (LEROUX-ROELS et al.,, 2010 e
2013).

Outro adjuvante que compde formula¢gbes vacinais que estdo em fase
clinica € o IC31: Este é capaz de ativar o TLR-9 humano facilitando a captacao de
antigenos pelas DCs e, consequentemente, promovendo uma liberacdo lenta
deste produto (OTTENHOFF et al., 2010) o que gera uma forte resposta de
células TCD4* IFN-y* em humanos (VAN DISSEL et al., 2010). Seu mecanismo
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de acdo esta relacionado a ativacdo de receptores toll nos endossomas, 0 que 0
torna um bom adjuvante para ser usado em vacinas contra microrganismos
intracelulares.

O GLA-SE (lipideo glucopiranosil), outro agonista de TLR-4 também
tem sido usado como adjuvante na vacina ID93. BALDWIN et al. (2012)
demonstraram que a protecdo gerada pela vacinacdo estava associada a uma
forte resposta Thl com o aumento de células polifuncionais, produtoras de IL-2,
TNF-a e IFN-y. A formulacdo vacinal 1D93-GLA-SE foi capaz de melhorar a
protecdo gerada pela BCG além de atenuar a infecgdo multi-droga resistente em
camundongos, cobaias e macacos.

O interesse no desenvolvimento de novas moléculas adjuvantes
ressurgiu recentemente. Isso tem sido estimulado pela necessidade de se
combater graves patdgenos como, HIV, SARS, virus das influenzas e hepatites e
também o Mycobacterium tuberculosis. Uma grande limitacdo no desenvolvimento
de vacinas de subunidade proteica é a baixa imunogenicidade das proteinas
recombinantes, o que torna necessario o uso de adjuvantes potentes e seguros
para o uso em humanos (SILVA et al., 2004).

Com o presente estudo objetivou-se avaliar diferentes formulacdes
vacinais contendo uma protease de Mtb associada a duas novas moléculas

adjuvantes em modelo murino.
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CAPITULO 2- PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE DAP E
AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE E PROTECAO DA VACINA DE
SUBUNIDADE PROTEICA DAPC EM MODELO MURINO DE INFECCAO.

RESUMO: A tuberculose (TB) € um dos maiores problemas de saude publica no
Brasil, um dos paises da América latina que apresenta os maiores numeros de
casos da doenca. A Organizacdo Mundial da Saude estima que um terco da
populacdo mundial esteja infectado com o Mycobaterium tuberculosis (Mtb), o
agente causador da TB. O Mtb produz varias proteinas que sdo fundamentais
para o metabolismo e sobrevivéncia da bactéira durante a infecgdo. A enzima
Rv0800 (DAP) é uma aspartii aminopeptidase pertencente a familia M18 de
metalo proteases e foi predita como sendo essencial para a sobrevivéncia in vivo
e patogenicidade da bactéria. Contudo, pouco se sabe sobre a sua real funcéo e
se ela é realmente produzida pelo M. tuberculosis. Este estudo teve o objetivo de
clonar o gene pepC codificador da proteina DAP para producdo heterdloga da
proteina em E. coli, confirmar a sua expressao pelo Mtb e avaliar o potencial da
proteina recombinante como componente de vacina de subunidade proteica. A
producdo da proteina recombinante foi bem sucedida por meio da clonagem no
vetor de expressédo pET28a e transformacdo em E. coli. Sua expresséo pelo Mtb
foi confirmada por meio de western blot. A proteina recombinante foi usada como
vacina de subunidade associada a um peptideo antimicrobiano derivado da agua
de coco, o Cn-AMP1, que foi usado como adjuvante. A nova formulagdo, DAPC,
foi avaliada como vacina em camundongos BALB/c e apds as imunizacdes foi
observada a inducéo de anticorpos das classes IgG1 e IgG2a quando a vacina foi
usada sozinha ou combinada com a BCG, assim como linfécitos TCD4 e TCD8
produtores de IFN-y especificos. Apds o desafio tanto o bago como no pulmao,
células TCD4* e TCD8* IFN-y* foram detectados e os anticorpos permaneceram
elevados. Entretanto, as lesdes inflamatorias nos pulmdes dos animais vacinados
com a vacina DAPC sozinha ou com o Cn-AMP1 foram intensas e a carga bacilar
neste o6rgdo nao foi reduzida. Apenas a vacina BCG conferiu protecdo aos
animais com poucas lesdes nos pulmdes.

Palavras-chave: tuberculose, saude publica, enzima, imunogenicidade.
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CHAPTER 2: PRODUCTION OF THE RECOMBINANT PROTEIN DAP AND
EVALUATION OF THE IMMUNOGENICITY AND PROTECTION OF THE
PROTEIN SUBUNIT VACCINE DAPC IN THE MURINE MODEL OF INFECTION.

ABSTRACT: Tuberculosis (TB) is a major public health problem in Brazil, one of
the Latin America countries with the highest rate of disease cases. The World
Health Organization estimates that one-third of the world population is infected
with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the causative agent of TB. Mtb produces a
number of proteins that have fundamental importance for the bacteria metabolism
and survival during the infection. The RvO800 (DAP) protein is an aspartyl-
aminopeptidase that belongs to the metalloproteases family and was predicted as
being essential for in vivo survival and pathogenicity of Mtb. However, little is
known about its function and whether this enzyme is produced and secreted by
the agent. This study aimed to produces the recombinant protein DAP in E. coli,
assess the protein expression by Mtb and estimate the potential of the enzyme as
a component for subunit protein vaccine. The protein gene was cloned in pET28a
plasmid, transformed into E. coli and its expression was confirmed by western blot.
The recombinant protein was used as a subunit vaccine associated with a
antimicrobial peptide derived from coconut water, Cn-AMP1 that works as an
adjuvant and the new formulation (DAPC) was evaluated as a vaccine e in the
BALB/c mice model. An induction of specific IgG1 and IgG2a antibodies and also
specific CD4* and CD8* IFN-y* lymphocytes in the spleens and lungs was
observed after the immunizations when the DAPC vaccine was used alone or
combined with BCG. After the challenge with Mtb the antibodies levels remained
high and CD4* and CD8* IFN-y* lymphocytes were detected. However, extensive
inflammatory lesions in the pulmonary tissue of animals from groups DAPC and
Cn-AMP1 were observed and there was no reduction in the bacterial load. Only
the BCG vaccine conferred protection and showed less tissue damage.

Keywords: tuberculosis, public health, enzyme, immunogenicity.
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1-INTRODUCAO

A tuberculose continua sendo a segunda doenca infecciosa que mais
causa mortes em todo o mundo, apesar dos esforcos da ONU bem como da
comunidade cientifica que buscam novas vacinas e tratamentos para a doenca. A
TB pulmonar em adultos é a principal forma da doenca e a vacinacdo com a BCG
nao tem impacto sobre o controle da epidemia global. Logo, o desenvolvimento de
novas vacinas mais eficazes € uma necessidade urgente (HANEKOM et al.,
2008).

Atualmente diferentes abordagens tém sido utilizadas na producéo de
vacinas contra a TB que incluem vacinas BCG recombinantes, cepas atenuadas
de Mtb, vacinas de DNA e proteinas recombinantes (KAUFMANN et al., 2010).
Em relacdo as proteinas recombinantes, vacinas de subunidade produzidas a
partir de antigenos imunogénicos do Mtb apresentam resultados promissores.
Vacinas de subunidade proteica combinam especificidade, seguranca e fécil
producédo, o que torna essa modalidade uma estratégia promissora na construcao
de vacinas contra a TB. Além disso, essas vacinas podem conter epitopos
imunogénicos selecionados associados a componentes imunomoduladores que
direcionam uma resposta imune apropriada (JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2014).

Nesse contexto, vacinas de subunidade proteica tém vantagens em
termos de seguranca quando usadas em individuos soropositivos, além de
poderem ser utilizadas sozinhas ou como um refor¢co para a BCG (DEY et al,
2011). Somado a isso, vacinas de subunidade proteica aparentemente ndo sao
influenciadas por micobactérias ambientais, outra caracteristica positiva deste tipo
de vacina (BRANDT et al., 2002). Para as proteinas do Mycobacterium
tuberculosis serem consideradas componentes de vacinas elas precisam
estimular imunidade protetora em modelos experimentais de infeccdo, serem
imunogénicas na maioria dos pacientes com doenca ativa avaliados e nao
apresentarem reacao cruzada com proteinas humanas (KAO et al., 2012).

Muitas vacinas de subunidade proteica estdo em fase de testes clinicos
como a M72F, HyVac4 e ID93. As trés formulagfes sdo compostas por proteinas

recombinantes do Mtb em associacdo a adjuvantes. Apesar de a M72F possuir
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uma enzima do Mtb em sua formulacdo, a Mtb39a, e j& estar em testes clinicos,
ndo existem muitas vacinas contra TB compostas por enzimas da bactéria. Além
disso, a escolha de moléculas adjuvantes € crucial no desenvolvimento dessa
classe de vacinas.

O Cn-AMP1 é um peptideo pequeno com apenas nove aminoacidos
derivado da &gua de coco que apresenta atividade antibacteriana, antifingica e
imunoestimulatoria (SILVA et al., 2012). Neste estudo de 2012 foi observado que
ao cultivar uma linhagem celular originaria de macrofagos murinos (RAW 264.7)
com o Cn-AMP1, com ou sem o estimulo do LPS, o peptideo induziu a producao
das citocinas pro-inflamatorias IL-6, IFN-y, TNF-a e IL12p70 pelas células RAW
264.7. Quando usada uma alta concentracdo do peptideo, os autores observaram
que a producdo de Oxido nitrico (NO) também aumentava. Por possuir
caracteristicas desejaveis, sendo um bom indutor de citocinas pré-inflamatdérias in
vitro, 0 Cn-AMPL1 foi escolhido para compor a formula¢do vacinal avaliada neste
trabalho.

No presente estudo objetivou-se avaliar a capacidade imunogénica e
protetora da formulagdo vacinal DAPC, composta pela enzima DAP e pelo
peptideo Cn-AMP1 no modelo de TB murina.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1. Producédo da proteina recombinante rDAP

2.1.1. Amplificacdo e clonagem do gene pepC

Para a realizacédo das reacdes de PCR e clonagem foi extraido o DNA
gendémico do isolado H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, fornecido pelo
LACEN-DF. A extracdo de DNA foi realizada conforme descrito por SAMBROOK
et al. (1989). As bactérias foram incubadas por 20 minutos a temperatura de
100°C em meio de cultura liquido (7H9) para inativacdo das mesmas. Em
seguida, transferiu-se o conteddo para um tubo de poliestireno de 15 mL e
centrifugou-se por trés minutos, a 4°C a 2500xg. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento foi ressuspendido em 2 mL de Tris-EDTA pH 8,0. Foram
acrescentados 2 mL de tampéao de lise e 100 yL de proteinase K (10mg/ mL) e a
suspensao foi incubada a 56°C por trés horas. Apos esse periodo ferveu-se a
solugcédo por 10 minutos para inativacédo da proteinase K, seguida de trés minutos
de centrifugacdo a 4°C a 2000xg. O sobrenadante foi distribuido em microtubos
em aliqguotas de 500 pL, os quais receberam o mesmo volume de fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25: 24: 1). Os tubos foram homogeneizados por
inversdo e centrifugados por cinco minutos, a 4°C a 10000xg. A fase aquosa foi
recuperada e adicionou-se 500 pL de cloroférmio alcool isoamilico (24: 1) em
cada tubo. Apés nova centrifugacdo, a fase aquosa foi recuperada e 2,5 volumes
de etanol gelado e 0,3M de acetato de sédio foram adicionados, seguido de uma
incubacgé&o overnight a -20°C.

Ao término da incubacgéo os tubos foram centrifugados por 15 minutos,
a 4°C a 13000xg. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com
etanol 70% gelado. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos, a
4°C a 13000xg e o sobrenadante foi descartado. Apos a secagem dos sedimentos
os mesmos foram ressuspendidos em 100 pL de agua Milli-Q e armazenados a

-20°C até o momento do uso.
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Os oligonucleotideos iniciadores (Quadro 1) foram desenhados com
base nas sequencias disponiveis do gene pepC da cepa H37Rv de M.
tuberculosis, GenelD: CAB09111.1 (GenBank®). As sequéncias alvo das enzimas
de restricdo foram adicionadas nos oligonucleotideos para posterior inser¢cdo do

amplicon em vetores de expresséo.

QUADRO 1: Oligonucleotideos (IDT®) utilizados na PCR e clonagem posterior em
plasmideo de expresséo e as respectivas sequéncias das enzimas
de restricdo (em negrito).

Oligonucleotideos Enzima
Forward: 5 — CCA TAT GGC AGC CAC GGC ACACGGC-3 Nde |

Reverse: 5 — CGC GGA TCC CTATGC CTC GGATAG CTC -3 BamH |

As concentracdes dos reagentes para o ensaio de PCR foram as

descritas no quadro 2.

QUADRO 2: Reagentes utilizados na reagdo de PCR e
suas respectivas concentracoes finais.

REAGENTES CONCENTRACAO
Tampé&o da enzima* 1x
MgCl2 1,5 mM
dNTP (mix) 25 mM
Primer pepC Forward (peT21 e 20 pmoles
peT28a)
Primer pepC Reverse (peT 21) 20 pmoles
Primer pepC Reverse (peT28a) 20 pmoles
Enzima** 10U

*10X Go Taq REaction Buffer - 7,5 mM MgCl. (Invitrogen®, Brasil); **Taq DNA Polymerase
Recombinant ou pfx50 DNA Polymerase (Invitrogen®, Brasil)

A reacao foi conduzida utilizando-se 1 uL do DNA extraido no volume
final de 50 pL, seguindo as concentracdes finais dos reagentes indicados no
Quadro 2. O material foi amplificado em um termociclador automatico (LABNET®).
O numero de ciclos, o tempo e as temperaturas utilizadas para cada reacao estédo

descritos no Quadro 3.
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QUADRO 3: Condicdes utilizadas para amplificar fragmentos do gene pepC de Mtb

30 ciclos
Reacdo Desnaturacdo Desnaturacdo Anelamento Extensao Extensao
inicial final
Q) Th 94°C/ 3 min 94°C/ 45seg 55°C/30seg 72°C/1,5  72°C/7 min
min
(2) Tht 94°C/ 2 min 94°C/ 15seg 55°C/30seg 68°C/1,5 68°C/5 min
min

Uma reacdo de PCR foi realizada com a enzima Taq DNA polimerase
recombinante (Invitrogen®) para avaliar a amplificacdo do gene pepC utilizando os
oligonucleotideos iniciadores desenhados (Quadro 3, reacéo 1).

Para a posterior adicdo do fragmento de PCR correspondente ao gene
pepC da proteina RvO800 em um plasmideo de clonagem, foi realizada uma PCR
(Quadro 3, reacdo 2) com uma enzima DNA polimerase de alta fidelidade, a
Pfx50™ (Thermococcus zilligii) (Invitrogen®), com o intuito de evitar possiveis
mutagdes no processo de amplificagao.

O amplicon gerado pela reacdo de PCR foi entdo inserido no vetor de
clonagem pCR 2.1 TOPO (Invitrogen®). O fragmento de PCR foi incubado por 10
minutos a 72°C com 1 pL de Tag DNA polimerase recombinante. Essa reagéo foi
necessaria pois a Pfx50 DNA polimerase ndo deixa extremidades com adenina no
amplicon como a Taq recombinante, que sdo necessarias para a clonagem no
vetor pCR 2.1 que possui extremidades com timina. Apés essa reacdo o DNA foi
purificado, de acordo com as instru¢cdes do kit lllustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare®), para se retirar componentes indesejaveis da
reacao de PCR que poderiam interferir nas etapas seguintes.

Para a reacéo de ligagéo foram utilizados 2 pL do vetor pCR 2.1, 2 pL
do DNA purificado, 1 pL da T4 DNA ligase (Invitrogen®), 2 pyL do tampdo da
enzima (Invitrogen®) e 3 pL de agua destilada. A reagdo ocorreu por 16 horas a
14°C no termociclador (LABNET®).

As reacdes de PCR assim como as de ligagcado foram analisadas por
meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo
(50ug/100mL). A visualizagcdo dos fragmentos foi realizada por meio de
transiluminagdo do gel em luz ultravioleta. O tamanho dos amplicons foi

determinado pela comparacdo com um marcador de peso molecular de 1000
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pares de base (Invitrogen®). Os géis foram fotografados utilizando o aparelho
fotodocumentador modelo UNIVERSAL HOOD Il (BIO-RAD®).

2.1.1.1. Transformacdo de bactérias com o plasmideo recombinante pCR
2.1/pepC.

Bactérias E. coli (DH5a) foram transformadas por choque térmico. Uma
aliquota de células competentes foi descongelada e mantida em gelo.
Adicionaram-se 5 yL do plasmideo recombinante pCR 2.1/pepC ao tubo de E.
coli, seguido por incubacao em gelo por 30 minutos. Apos esse periodo o tubo foi
colocado em banho-maria a 42°C por 90 segundos e, imediatamente transferido
para o gelo por mais 2 minutos. Foram adicionados 800 pyL de meio SOC
(triptona, extrato de levedura, NaCl e glicose) pré-aquecido e a solucéo foi
incubada a 37°C por uma hora. Apos centrifugacéo por 30 segundos a 2000xg, o
sedimento foi ressuspendido em 100 uL de meio SOC e plagueado em meio LB
agar (tritpona, extrato de levedura, NaCl e agar) contendo 50 ug/mL de ampicilina,
200 puM de IPTG (tiogalactopiranosideo de isopropila) e 40 ug/ mL de Xgal. As
placas foram incubadas overnight em estufa bacteriol6gica a 37°C.

Para posterior extracdo plasmidial, os clones positivos foram
selecionados por a-complementacdo. As coldnias brancas foram escolhidas para
a extracdo do plasmideo, pois continham o inserto desejado. A clonagem foi
confirmada por meio de digestdo com as enzimas de restricio BamH |
(Invitrogen®) e Nde | (Invitrogen®). Para a realizacédo da digestdo, previamente foi
feita a preparagcédo plasmidial por lise alcalina com SDS de acordo com as
instrucdes do fabricante (Miniprep- Invitrogen®).

Todas as etapas descritas anteriormente foram realizadas na UNB pelo
Dr André Correia, sob a orientacdo do Professor Dr. Jaime Santana. As etapas a
seguir foram realizadas nos laboratorios de Imunopatologia das Doencas
Infecciosas e Bacteriologia Molecular do IPTSP, UFG.

Utilizando 5 pL da Miniprep, foi entdo realizada a digestdo com 0,5 pL
de cada enzima de restricdo (BamH | e Nde 1), 1 uL do tampé&o (Reaction Buffer-

Invitrogen®) e 3 uL de agua Milli-Q. A reacéo foi incubada overnight a 37°C e para
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confirmacéo da clonagem foram aplicados 2 yL da digestdo em gel de agarose a
0,8% para visualizacao dos fragmentos.

Foi selecionado um clone positivo para ser cultivado em 100 mL de
meio LB com 50 pg/mL de ampicilina, com o intuito de extrair (Midiprep-
Invitrogen®) DNA plasmidial para as etapas seguintes da clonagem, de acordo
com as instrucdes do fabricante.

2.1.1.2. Digestéo e purificagdo da sequéncia codificadora da enzima e do vetor de
expressao pET28a.

Para a insercdo da sequéncia codificadora da enzima DAP no
plasmideo de expressdo pET28a, 30 uL da Midiprep assim como 30 upL do
pET28a foram digeridos com 3 pL de cada uma das enzimas de restricdo, BamH |
e Nde |, acrescidos de 4 uL de tampdao. A reacéo foi incubada overnight a 37°C e
para confirmacdo, 2 uL de cada digestdo foi aplicado em um gel de agarose a
0,8%. O restante da reacdo de digestado foi aplicado em gel de agarose e os
fragmentos correspondentes ao gene pepC e ao plasmideo pET28a foram
cortados, pesados e eluidos em H20 Milli-Q a 37°C, de acordo com as instru¢des
do fabricante do kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification.

2.1.1.3. Ligacdo da sequéncia codificadora da enzima no vetor pET28a,

transformacao e expresséo da proteina recombinante.

Os fragmentos purificados do gel de agarose foram utilizados para a
reacao de ligacdo. Foram utilizados 2 uL do inserto, 2 yL do vetor pET28a, 1 yL
da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen®), 2 uL do tamp&o da enzima e 3 yL de agua
destilada. A reacdo ocorreu por 16 horas a 14°C no termociclador (LABNET®).

A transformacdo foi realizada em bactérias E. coli BL21 (DE3) pLysS
que apresentam a T7 RNA polimerase, pois o promotor do plasmideo pET28a é
do tipo T7 lac. Foram utilizados 50 yL de E. coli e 1 pyL do plasmideo
recombinante pET28a/pepC.



48

As bactérias foram descongeladas e mantidas em gelo juntamente com
as cubetas de eletroporacéo (BIO-RAD®). Um microtubo contendo 50 uL de E. coli
e 3 uL do plasmideo recombinante de expressao foi mantido em gelo por 10
minutos. A solucao foi transferida para a cubeta e um choque de 4,5 milisegundos
foi realizado no equipamento de eletroporacdo MICROPULSER (BIO-RAD®).
Completou-se o volume para 1 mL com meio SOC que foi transferido para um
tubo de rosca e incubado por uma hora a 37°C em baixa agitacdo. A suspensao
bacteriana foi centrifugada a 2000xg por um minuto, o sobrenadante foi
descartado e as bactérias ressuspendidas foram plagueadas em meio LB &gar
com ampicilina e canamicina (50 pg/mL), sendo incubado a 37°C por 24 horas. Ao
término do periodo, as colonias foram coletadas e cultivadas individualmente em
tubos de rosca contendo meio LB caldo com ampicilina e canamicina (50 pg/mL),
ficando sob agitacdo a 37°C por 24 horas. ApOs a incubacdo os clones foram
distribuidos em microtubos em aliquotas de 1 mL e mantidos a -20°C até o
momento do uso.

Foi produzido um pré-indculo contendo 100 uL de um dos clones em 10
mL de meio LB com 50 pg/mL de canamicina. A cultura foi mantida a 37°C sob
agitacdo por sete horas até atingir uma OD®5% préxima de 0,6. Apds esse periodo,
o volume foi transferido para um tubo contendo 800 mL de meio LB sendo
cultivado por mais quatro horas. Para a inducdo da expressdo da proteina
recombinante 0,5 mM de IPTG foi adicionado e o cultivo permaneceu sob
agitacdo a 37°C por quatro horas. A suspenséo bacteriana foi centrifugada em
tubos de poliestireno de 50 mL a 3000xg por 10 minutos e o0 sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi utilizado para a purificagdo da proteina. O esquema

representativo das clonagens esta apresentado na Figura 4.
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FIGURA 4: Esquema representativo das clonagens nos vetores pCR2.1 e
pET28a. Amplificacdo do fragmento correspondente ao gene pepC a
partir do DNA genémico da cepa H37Rv de Mtb, e posterior insercao
no vetor de clonagem pCR2.1 (1); ap0s a reacdo de digestdo do
vetor pCR2.1 para a liberacdo do inserto pepC, o mesmo foi ligado
no vetor de expressdo pET28a previamente digerido com as
enzimas de restricdo BamH | e Nde | (2); vetores de expressao
contendo o inserto pepC foram utilizados para a transformacéo de
bactérias E. coli BL21(DE3) pLysS por eletroparacdo para a
producédo da proteina recombinante em larga escala (3).

2.1.2. Purificagédo da proteina recombinante rDAP

O sedimento resultante da centrifugacdo da cultura de E. coli
recombinante foi purificado em condi¢do desnaturante, com base na presenca de
His-tag no N-terminal por meio da aplicacdo em coluna de afinidade ao niquel (Ni-
NTA Fast Start Kit) (QUIAGEN®). O sedimento celular foi sonicado (SONOPULS-
BANDELIN®) em 1 mL de Binding Buffer (PBS pH 7,3; imidazol 5mM) sem uréia

em tré pulsos de um minuto com intervalos de 30 segundos, no gelo. Em seguida,
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foi realizada uma centrifugagéo a 20000 x g por 10 minutos a 4°C e o sedimento
foi ressuspendido em 6 mL de Binding Buffer acrescido de uréia (6M). A solucéo
ficou sob agitacdo por uma hora para solubilizar e foi centrifugada novamente. O
sobrenadante foi recuperado para ser aplicado na coluna de purificac&o.

A coluna foi preparada de acordo com as instrugdes do fabricante. Foi
utilizado 1 mL da solucédo de resina (estocada em etanol 20%) para ser aplicado
na coluna e se obter 500 pL da mesma apds a saida de todo o etanol por
gravidade. Seguiram-se as etapas de lavagem com trés volumes de agua Milli-Q,
carregamento da coluna com cinco volumes de Charger Buffer 1X (NiSOa4
400mM), e mais uma lavagem com Binding Buffer 1X com uréia (6M). Apos o
carregamento e equilibrio da coluna foi aplicado 1 mL do sobrenadante. A porcéo
nao ligada foi coletada seguida de uma lavagem com 10 volumes de Binding
Buffer 1X com uréia (6M), onde foram coletados 5 mL. ApGs essa etapa, a coluna
foi lavada com diferentes concentracbes de imidazol com 6M de uréia para
verificar em qual concentracdo de imidazol a proteina ficaria mais pura. A cada
lavagem com imidazol (20mM, 40mM, 60 mM, 80mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM
e 800 mM), foi coletado 1 mL para posteriormente ser aplicado em um gel de
SDS.

Definidas as concentracdes de imidazol (40mM e 400mM), a coluna foi
novamente preparada e toda a proteina foi aplicada para ser purificada. Em
seguida foram feitas lavagens sucessivas com 10 volumes de Binding Buffer com
uréia, 10 volumes de imidazol (40mM) com uréia e uma Uultima lavagem com
quatro volumes de imidazol (400mM) com uréia, onde foram coletados 2 mL de
solucgéo purificada.

Apdés a purificacdo a proteina foi concentrada no Centricom
(MILLIPORE®). Seguidas centrifugacdes (3000xg por trés minutos a 4°C) com 1
mL de proteina e 1 mL de agua Milli-Q foram realizadas até a obtencédo de um 1
mL de proteina concentrada. Ao final do processo, a proteina foi quantificada por
meio de SDS-PAGE e no equipamento Nanodrop Nano 2000 (THERMO
SCIENTIFIC®).
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2.1.3. Animais

Para a realizacdo de todos os experimentos foram utilizados 45
camundongos BALB/c fémeas, com idade entre seis a oito semanas provenientes
do Biotério de criacdo do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica. Os
animais foram mantidos em micro isoladores acoplados a rack ventilada contendo
fitros HEPA para entrada e saida de ar, com &gua e dieta ad libitum. A
temperatura ambiente foi mantida entre 20-24°C, com umidade relativa entre 40-
70% com ciclos de claro/escuro de 12h.

Todos os animais foram mantidos de acordo com as orientacdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA). O
protocolo para este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal de Goias (Numero de Protocolo: 079/12).

2.1.4. Produgéao de soro anti-DAP em camundongos

Para a producdo do soro anti-DAP, foi utilizada a fracdo da proteina
eluida com 400 mM de imidazol de acordo com o protocolo a seguir. Trés
camundongos BALB/c fémeas foram separados para esta etapa e, antes do inicio
das imunizagbes com a proteina recombinante, foi coletado sangue dos animais
pelo plexo venoso retro-orbital com o auxilio de pipetas Pasteur de vidro, para
obtencéo de soro controle.

Passados 14 dias da coleta de sangue, os animais foram imunizados
por via subcutanea com 100 pL de solugdo contendo 5 pg de DAP purificada
diluida em PBS estéril e 50% de adjuvante completo de Freund (FCA). Apos 14
dias da primeira imunizacao, foi realizado um reforco com 100 puL de solugao
contendo 5 pg de DAP purificada diluida em PBS e 50% de adjuvante incompleto
de Freund (FIA).

ApoOs 14 dias do reforco, foi coletado sangue do plexo venoso retro-
orbital dos animais para obtencdo de soro anti-DAP. Apés 35 dias da primeira

imunizacao foi realizado um segundo reforgo. Dez dias ap6s o segundo reforco foi
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coletado sangue dos animais para obtencdo de soro anti-DAP. Ao final do

procedimento, os animais foram eutanasiados por meio de deslocamento cervical.

2.1.5. Western Blot

Para identificar a presenca da proteina DAP na cultura de M.
tuberculosis H37Rv, foi feito um Western blot. O sobrenadante da cultura de
H37Rv e o lisado celular foram preparados a partir de bactérias cultivadas em
meio Sauton. O cultivo foi feito em 200 mL de meio até que fosse atingida a fase
log. Em seguida a cultura foi centrifugada a 2000xg durante 20 min. O sedimento
foi ressuspendido em PBS e sonicado para que as células bacterianas fossem
lisadas. Transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo e foi filtrado em
membrana de 0.2 um. O concentrado proteico filtrado foi solubilizado em tampéao
de amostra para SDS-PAGE e aplicado em um gel de poliacrilamida e duodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) 12%. Apos a separacao eletroforética, foi realizada
a transferéncia para a membrana de nitrocelulose e os filtros foram embebidos
por 15 minutos no tampao de transferéncia (Tris, glicina, metanol e SDS 10%). A
transferéncia se deu por uma hora a 100V, 350mA e 50W no equipamento
POWER PAC™ BASIC (BIORAD®). A membrana foi entdo bloqueada com PBS
leite 5%, e incubada por duas horas a 37°C com soro anti-DAP, diluido a 1:500
em PBS leite 1%. Em seguida foi lavada com PBS e incubada por uma hora a
37°C com anticorpo secundario anti-lgG total de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich), diluido a 1:2500 em PBS leite 1%. O complexo
antigeno-anticorpo foi detectado pela adicdo do sistema de substrato liquido
BCIP/NBT (Sigma-Aldrich) ao abrigo da luz, at¢ o momento em que as bandas

foram reveladas.
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3. Peptideo Cn-AMP1

O peptideo Cn-AMP1 foi gentilmente cedido pelo Dr Luiz Otavio Franco
(Universidade Catdlica de Brasilia). O Cn-AMP1 foi sintetizado com pureza
superior a 95% por China Peptides (Shangai, China) (CHAN et al., 2000). A
sequéncia correspondente ao peptideo € N-SVRAGRAQGM-C.

4. Andlise imunogénica da proteina recombinante.

4.1. Delineamento experimental

Os camundongos foram agrupados ao acaso em seis grupos de sete

animais, que foram mantidos em duas gaiolas, uma contendo quatro animais e

outra contendo trés animais. Cada grupo recebeu o seguinte esquema de
vacinacao:

e Grupo 1 (Controle Negativo-PBS): camundongos injetados trés vezes com

100 pL de PBS estéril, por via subcutanea (SC) com intervalo de 15 dias

entre cada imunizacao;

e Grupo 2 (BCG): camundongos imunizados uma vez com 10% UFC de M.

bovis BCG por via subcutanea (SC).

e Grupo 3 (BCG + DAPC): camundongos imunizados uma vez com 10% UFC
de M. bovis BCG e um més depois, imunizados trés vezes com 20 ug/mL
da vacina de subunidade protéica DAPC composta pela proteina
recombinante rDAP associada ao adjuvante peptidico Cn-AMP1, por via
subcutanea (SC) com intervalo de 15 dias entre cada imunizagéo;

e Grupo 4 (DAPC): camundongos imunizados trés vezes com 20 ug/mL da
vacina de subunidade protéica composta pela proteina recombinante rDAP
associada ao adjuvante peptidico Cn-AMP1, por via subcutanea (SC) com

intervalo de 15 dias entre cada imunizacao;
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e Grupo 5 (Cn-AMP1): camundongos injetados trés vezes com 20 ug/mL do
adjuvante peptidico Cn-AMP1 por via subcutanea (SC) com intervalo de 15

dias entre cada imunizacéo;

e Grupo 6 (Controle Infeccédo): camundongos injetados trés vezes com 100
uL de PBS estéril, por via subcutanea (SC) com intervalo de 15 dias entre
cada imunizagéo e desafiados 60 dias apos a Ultima imunizagéo.

Trés animais dos grupos 1 ao 5 foram eutanasiados 30 dias apds a
Gltima imunizacdo para a analise da imunogenicidade induzida pela vacinagédo. O
restante dos animais dos grupos 2 ao 6 foram infectados com Mtb 60 dias apos a
altima imunizacdo. 30 dias apoés a infeccdo, todos os animais do esquema vacinal
foram eutanasiados para analise da resposta imune induzida e eficicia protetora

da vacina (Figura 5).
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FIGURA 5: Esquema vacinal do estudo com as respectivas imunizacdes e pontos
experimentais.

4.2. Infecgdo endovenosa com Mycobacterium tuberculosis

A cepa de Mycobaterium tuberculosis (H37Rv) fornecida pela
Universidade do Estado do Colorado (Colorado State University, Fort Collins,
Colorado, Estados Unidos) foi cultivada em meio 7H9 suplementado com OADC
(acido oleico, albumina, dextrose e catalase), contendo Tween 80 a 0,05% até a

fase log de crescimento bacteriano, depois foram aliquotadas e mantidas em
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freezer a - 80°C. O estoque foi plaqueado e quantificado um més apds o
congelamento. Diluicbes centesimais do estoque foram plaqueadas em meio
7H11 suplementado com OADC e as unidades formadoras de colénia (UFC)
foram contadas. No dia da infeccdo, o indculo foi diluido em PBS Tween 80 a
0,05% na concentracdo de 108 UFC/ mL e 100 pL do in6culo foi administrado por
via endovenosa (via plexo retro-orbital), sendo inoculado, portanto 10° UFC/
animal. Como controle, o inéculo foi plaqueado em meio 7H11 suplementado com
OADC.

4.2.1. Determinacédo da carga bacteriana.

Um dia ap6s a infeccdo, um camundongo de cada grupo foi
eutanasiado e o pulméo foi removido e homogeneizado em PBS Tween 80 a
0,05%. O homogenato foi plagueado em meio 7H11 suplementado com OADC,
para confirmar a dose de infec¢éo utilizada.

Passados 30 dias da infeccdo, a carga bacteriana foi determinada pelo
plagueamento do homogenato do lobo superior e médio do pulmdo de trés
animais de cada grupo em meio 7H11 suplementado com OADC. As colbnias

foram quantificadas apés 21 dias de incubacédo em estufa de COza 5% a 37°C.

4.3. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Foi coletado sangue dos camundongos para a obtencdo de soro e
realizagdo da técnica de ELISA para a deteccdo de anticorpos IgGl e IgG2a
especificos contra rDAP. As imuniza¢cOes foram realizadas com intervalos de 15
dias e um dia antes de cada vacinacéo foi coletado o sangue dos animais. Placas
de poliestireno de 96 orificios (Ultra Cruz) foram adsorvidas com 50 pL/pocgo de
rDAP (10 pg/mL) diluida em tampéo carbonato/bicarbonato de sédio 0,05 M (pH
9,6) e incubadas por 18 h a 4°C. ApOs este periodo, as placas foram bloqueadas
por duas h a 37°C com 100 pL/poc¢o de tampé&o carbonato/bicarbonato de sédio
contendo gelatina a 0,5%. As amostras de soros foram diluidas a 1:200 e 1:400 e
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adicionadas nos orificios (50 pL/pog¢o), com posterior incubacdo por duas h a
37°C. Em seguida as placas foram lavadas seis vezes com PBS Tween 20 a
0,05%, com intervalos de cinco minutos entre as lavagens. Os anticorpos
conjugados a biotina (anti-mouse IgG1l e IgG2a Pharmingen) foram diluidos a
1:5000 em PBS contendo gelatina 0,05% (PBSg) e 50 pL da solucao foi
adicionada em cada orificio das placas. Apds a incubacgéo por uma hora a 37°C,
as placas foram lavadas seis vezes com PBS Tween 20 0,05%. A estreptoavidina-
peroxidade (BD Biosciences) foi diluida em PBSg a 1:10000 e 50 pL dessa
solucéo foi adicionada em cada po¢co com posterior incubagdo por uma hora a
37°C. Apés a incubacgédo foram realizadas mais seis lavagens antes da revelacgéo.
A reacdao foi revelada com a adicdo de 50 pL/poco de tampéao citrato-fosfato pH
4,5 contendo OPD (ortho-phenylenediamine-Merck) e 4gua oxigenada a 20V. A
reacdo enzimatica foi finalizada com a adi¢cdo de 50 puL/ po¢o de &cido sulftrico
4N. As placas foram lidas a 492 nm na leitora de ELISA (Labsystems Multiskan

Thermo).

4.4. Obtencdo das células do baco

Aos 60 dias apos a ultima imunizacdo e aos 30 dias apos a infeccéo, a
eutanasia dos camundongos foi feita por deslocamento cervical, seguida de
analise macroscopica dos 6rgéaos, e coleta do baco, que foi mantido em tubos de
poliestireno contendo meio RPMI (RPMI médium 1640 GIBCO) gelado até o
momento do seu processamento. Em uma capela de fluxo laminar o bacgo foi
processado em um filtro de 70 um para células (BD Biosciences, Lincoln Park,
NJ). Os esplendcitos foram ressuspendidos em meio RPMI e os eritrocitos lisados
com solucéo de lise (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3). As células foram lavadas e
ressuspendidas em meio RPMI complementado (cRPMI) com 10% de soro bovino
fetal, 0,15% de bicarbonato de sodio, 1% de L-glutamina (200 mM SIGMA), 1% de
penicilina-estreptomicina (200 mM SIGMA), 1% de piruvato de sédio (SIGMA), 1%
de aminoacidos ndo essenciais 100X (SIGMA). Posteriormente, as células foram

contadas utilizando a cAmara de Neubauer e ajustadas para 1x10%/mL.
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4.5. Obtenc¢do das células do pulméo

As células dos lobulos acessorio e direito do pulmé&o foram digeridas
como descrito anteriormente por JUNQUEIRA-KIPNIS et al. (2003). Ao acessar a
cavidade toracica do camundongo injetou-se no ventriculo direito 5 mL de solucdo
gelada contendo PBS e 45 U/mL de Heparina (Sigma-Aldrich®) para a retirada do
sangue dos vasos pulmonares e posterior coleta do pulméo. Apds a coleta em
tubos de poliestireno contendo meio RPMI gelado o pulméo foi tratado com uma
solucéo de DNAse IV (30 pg/mL; Sigma- Aldrich®) e Collagenase 1l (0,7 mg/mL;
Sigma-Aldrich®) por uma hora a 37°C. Para a obtencéo das células o0 homogenato
foi passado em filtro de 70 um. Os eritrécitos foram lisados com solucéo de lise e,
em seguida, as células foram lavadas e ressuspendidas em meio cRPMI.
Posteriormente, as células foram contadas e ajustadas para 1x108/mL.

4.6. Avaliacéo celular e de citocinas do baco e pulméo

As suspensdes celulares de baco e pulmao foram distribuidas em suas
respectivas placas de cultura de 96 orificios (Corning®). As células de cada animal
foram cultivadas sem estimulo (apenas com meio RPMI) ou estimuladas com
Concanavalina A-ConA (10 pg/mL) em um dos orificios e em outro com o
antigeno rDAP (10 pg/mL). As células foram incubadas em estufa de CO2a 5% a
37°C por quatro horas. ApOs este periodo, foi acrescentado monensina
(eBioscience®) na concentracdo de 3 mM e as culturas foram submetidas a nova
incubagéo por seis horas. Para a marcagdo extracelular as células foram
incubadas com os anticorpos anti PercP-CD4 (BD PharMingen®) e anti PE-CD8
(eBioscience®) diluidos em PBS azida 0,05% por 30 minutos a 4°C e fixadas com
Perm fix (BD Pharmigen®) durante 20 minutos a 4°C.

Em seguida, para a marcagdo intracelular as células foram
permeabilizadas com Perm wash (BD Pharmigen®) durante 10 minutos a 4°C e o
anticorpo anti APC-IFN-y (eBioscience®) diluido em Perm wash foi adicionado por

30 minutos a 4°C. Ao final da marcacéo as culturas foram centrifugadas por 15
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minutos a 10°C a 1500 rpm com 200 pL de Perm wash por poco e o sobrenadante
foi desprezado por inversdo. As células foram ressuspendidas em PBS azida
sédica 0,05% por poco e mantidas ao abrigo da luz a 4°C até o momento da
aquisicao.

Todas as andlises foram realizadas com aquisicdo de 50.000 eventos
no Citometro de Fluxo BD Biosciences FACSCalibur (Hospital Aratjo Jorge-
Goiania) e os dados foram analisados no software FlowJo. Os linfocitos foram
selecionados baseando-se nas caracteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC).

4.7. Histopatologico

Trinta dias apés a infeccdo endovenosa, o Iébulo pulmonar inferior
direito de cada animal foi fixado com formol a 10% tamponado com PBS. Os
tecidos foram processados em histotécnico automatico, incluidos em parafina e
seccionados em micrétomo (Leica RM2165). Obteve-se de cada bloco cortes
consecutivos de 5 um que foram colocados sobre laminas histolégicas e corados
pelo método de hematoxilina e eosina (HE) para analise em microscopia Optica
(Axio scope.Al_ Carl Zeiss), utilizando o programa AxioVision 4.7. Os eventos
microscopicos avaliados nestes cortes histologicos foram: intensidade de
infiltrados inflamatérios, presenca ou ndo de macréfagos espumosos e areas de
necrose. O escore das lesdes foi feito usando o software ImajeJ verséao 1.48. Para
a determinacdo do escore foi feita a razdo entre a soma das areas de leséo e o

tamanho total do corte histolégico de cada pulmao.

4.8. Imunoistoquimica associada a coloracao alcool-acido

Para deteccédo de TNF-a nos pulmdes dos camundongos foi utilizada a
reacdo de imunohistoquimica de acordo com o descrito a seguir. Os cortes
histolégicos de pulméo parafinizados foram preparados e passaram pelo processo

de hidratacdo. Foram mergulhados em Histoclear (National Diagnostic) por quatro
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minutos duas vezes. Em seguida as laminas passaram por lavagens sucessivas
em etanol 100%, 100%, 96%, 70% e 50%, permanecendo submersas por quatro
minutos. Finalizando o processo de hidratacdo, os cortes permaneceram por
guatro minutos em agua destilada e quatro minutos em PBS.

O bloqueio foi realizado com a peroxidase (Bio Rad) diluida no diluente
da enzima na proporcao 1:10. Cada lamina recebeu volume suficiente para cobrir
o tecido pulmonar e permaneceram em repouso por quatro minutos. As laminas
foram entdo colocadas em um recipiente contendo o tampé&o de recuperacdo 1X
(Dako). O recipiente foi colocado na panela de pressédo (Retriever 2100) e
permaneceu por 30 minutos a 100°C. ApoOs esse periodo as laminas foram
retiradas da panela e permaneceram no recipiente por 20 minutos até que
esfriassem. Foram lavadas em PBS e permeabilizadas por 20 minutos com
solucdo de permeabilizacdo (saponina 0,1%). Apds essa etapa 0s cortes
histoldgicos foram incubados por quatro minutos em camara Umida a temperatura
ambiente com a solucdo proteica de bloqueio (BACKGROUND SNIPPER,
Biomedical Care).

Para a deteccdo do TNF-a, o excesso de solucdo foi retirada e as
laminas incubadas com anticorpo primério (IgG de cabra anti TNF-a, Santa Cruz)
diluido em PBS a 1:50. As laminas foram incubadas overnight em camara umida.
Finalizado esse periodo os tecidos foram lavados trés vezes em PBS por cinco
minutos. A incubac&o com o anticorpo secundario (anti IgG de cabra conjugado
com a peroxidase, Santa Cruz) foi feita na diluicdo 1:200 deixando o0 mesmo em
contado com o tecido por uma hora em camara Umida. Mais uma sequéncia de
trés lavagens com PBS foi realizada por cinco minutos cada.

Para revelar a reacdo foi utilizado o kit da peroxidase Impact DAB
(Vector). O tecido foi coberto por completo e foi incubado durante oito a 10
minutos. Apos esse periodo as laminas foram lavadas em agua por cinco minutos.
Em seguida, os cortes receberam a coloragéo vermelha do kit, a fucsina (BD) por
30 minutos. Finalizada essa incubagéo as laminas foram cuidadosamente lavadas
com alcool acido e em seguida coradas com hematoxilina por um minuto. Os
cortes foram lavados com agua corrente e ap0s a secagem as laminas foram

montadas com auxilio da solu¢do aquosa de montagem (Vector).
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4.9. Andlise estatistica

Os resultados apresentados neste trabalho foram tabulados no Prism 5
software (Graphpad Software 5.0), expressos como média + desvio padrao (SD).
A comparacdo entre os grupos foi dada pela analise de variancia (ANOVA).
Andlise estatistica multipla (ANOVA one way, seguido de teste de Bonferroni) foi
utilizada para avaliar as possiveis diferencas entre os grupos. Valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5-RESULTADOS

5.1. Producéo da proteina recombinante rDAP

5.1.1. Confirmacdo da amplificacdo do gene pepC da proteina aspartil

aminopeptidase (DAP) de Mycobacterium tuberculosis.

Os oligonucleotideos iniciadores desenhados e sintetizados foram
primeiramente testados usando-se uma PCR com a enzima Taq DNA polimerase.
Para amplificacdo do gene alvo, uma nova PCR foi realizada com a enzima de
alta fidelidade Pfx50 DNA polimerase, para evitar possiveis mutacfes na
amplificacdo do fragmento esperado. Assim, foi amplificado de forma bem
sucedida o fragmento esperado de 1302 pares de base (pb) correspondente ao

gene pepC da enzima DAP de Mycobacterium tuberculosis (Figura 6).

1302pb

1000 pb
—

FIGURA 6: PCR convencional com Pfx50 DNA polimerase. Amplificacdo do gene
pepC da enzima DAP de Mycobacterium tuberculosis. 1. MM- massa
molecular. 2: fragmento de 1302 pb correspondente ao gene pepC.

5.1.2. Expresséo e purificagdo da proteina recombinante.
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ApoOs a correta amplificacdo do gene pepC, o fragmento purificado foi
entdo ligado ao plasmideo de clonagem pCR 2.1. Bactérias E. coli (XL1-Blue)
competentes foram transformadas com o vetor recombinante pCR 2.1/pepC e a
clonagem foi confirmada por meio de uma reacéo de digestdo com as enzimas de

restricdo BamH | e Nde | (Figura 7).

3900 pb
-—

1302 pb
-«

FIGURA 7: Confirmacéo da insercdo do gene pepC no vetor de clonagem pCR
2.1 por meio da reacao de digestédo. 1: digestédo do vetor recombinante
pPCR 2.1/pepC, liberando o inserto de 1302 pb; 2: marcador de massa
molecular.

Um dos clones positivos foi selecionado para que o gene pepC fosse
retirado. Para tanto uma cultura de E. coli contendo o plasmideo recombinante
pCR 2.1/pepC foi cultivada em larga escala, o plasmideo foi purificado, digerido
com as enzimas BamH | e Nde [, e o inserto liberado foi purificado por meio de
eluicdo em gel de agarose.

O fragmento correspondente ao gene pepC digerido e eluido foi ligado
ao vetor pET28a e a ligagdo foi usada para transformacgéo de bactérias E. coli
XL1-blue competentes, e a confirmacdo da clonagem foi feita pela digestdo com
as enzimas BamH | e Nde | (Figura 8A). Um clone positivo, ou seja, que continha
o inserto foi utilizado para transformacdo em E. coli BL21 (DE3) pLysS e

expressao da proteina recombinante, rDAP.



63

O clone que expressou maiores quantidades de DAP foi cultivado em
larga escala para a purificacéo da proteina recombinante (Figura 8B).
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FIGURA 8: (A) Clonagem do gene pepC no pET28a e confirmagéo da
liberagc&o do inserto. 1: marcador de massa molecular; 2, 4, 5, 7
e 8: clones positivos que liberaram o inserto de 1302 pb; colunas
3 e 6: clones que nao liberaram o inserto. (B) SDS-PAGE do
clone positivo 4 estimulado com IPTG. 1: sedimento da cultura
apresentando a proteina DAP insolivel com massa molecular de

47kDa; 2: marcador de massa molecular; 3: sobrenadante da
cultura.

5.1.3. Purificacdo da proteina recombinante rDAP

A proteina recombinante rDAP foi purificada em condi¢do desnaturante
em coluna de afinidade ao niquel com base na presenca da cauda de histidina na
regido N-terminal da proteina. A porcdo néo ligada e as elui¢cbes foram aplicadas
em gel de SDS-PAGE sendo confirmada a purificagcdo da rDAP (Figura 9A).
Foram determinadas as concentracdes de imidazol onde a proteina ficou mais

pura, 40 mM e 400 mM, conforme descrito na figura 8B.
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150kDa__

50kDa__

FIGURA 9: (A) SDS-PAGE da purificacdo da proteina rDAP. 1: porcdo da
proteina que nao se ligou na coluna; 2: marcador de massa molecular;
3, 4 e 5: eluicBes da proteina; 6: porcao purificada da rDAP. (B) SDS-
PAGE com as diferentes concentracbes de imidazol utilizadas para
padronizacdo da purificacdo. 1: imidazol 20 mM; 2: imidazol 40 mM; 3:
imidazol 60 mM; 4: imidazol 80 mM; 5: imidazol 100 mM; 6: imidazol
200 mM; 7: imidazol 400 mM; 8: imidazol 800 mM.

5.1.4. Confirmacgéo da producéo da protease pelo Mycobacterium tuberculosis.

A proteina recombinante [rDAP purificada foi utilizada na
hiperimunizacdo de camundongos BALB/c para producao de soro policlonal anti-
DAP. O soro foi utilizado para avaliar a expresséo da proteina por M. tuberculosis
cultivado in vitro em meio Sauton, pois a albumina contida no meio 7H9
suplementado com OADC interfere na revelacdo das fragbes proteicas da cultura.
Conforme descrito na Figura 10, foi observada a presenca da proteina DAP no
sedimento da cultura de Mtb.
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FIGURA 10: Western blot confirmando a expressdo da proteina DAP por
Mycobacterium tuberculosis. 1: rDAP purificada; 2: marcador de
massa molecular; 3: sedimento da cultura de Mtb apresentando a
banda correspondente a DAP; 4: sobrenadante da cultura de Mtb.

Foi realizada a clonagem do gene que codifica a enzima DAP de Mtb
em E. coli com posterior producdo e purificacdo da proteina recombinante em
guantidade suficiente para utilizacdo da mesma em uma formulacdo vacinal
contra a TB. Além disso, foi confirmada a expressdo da referida enzima pelo

Mycobacterium tuberculosis.

5.4. Andlise da imunogenicidade da proteina recombinante rDAP

5.4.1. Resposta imune humoral

Ao longo das imunizagdes foi coletado sangue para obtencéo de soro e
realizacdo do teste de ELISA e verificacdo da cinética da producdo de anticorpos
especificos contra a proteina recombinante rDAP.

Apés a terceira imunizacao foi observado uma elevada quantidade de
anticorpos das classes IgGl e IgG2a especificos nos grupos vacinados com

DAPC e BCG + DAPC, enquanto os outros grupos néo induziram (Figura 11).



66

>
(3]

IgG1 (OD 492 nm)
R

IgG2a (OD 492 nm)
[\%]

FIGURA 11: Anticorpos IgGl (A) e IgG2a (B) especificos contra a proteina
recombinante rDAP 15 dias ap6s a 32 imunizacao (diluicdo 1/200).
*diferenca estatistica p<0,001. Os grupos foram comparados entre Si
pelo teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni e foi considerada

diferenca estatistica quando p<0,05.

Verificou-se que a vacina de subunidade proteica DAPC utilizada
sozinha ou combinada com a vacina BCG foi capaz de gerar anticorpos IgG1l e

IgG2a especificos ao longo das imuniza¢des (dados ndo mostrados).

5.4.2. Resposta imune celular

Sessenta dias apos a ultima imunizacéo, trés animais de cada grupo
foram eutanasiados para a analise da inducdo de linfécitos TCD4* e TCD8*
produtores de IFN-y especificos para a proteina DAP. O numero dessas células
no bago e no pulmao dos camundongos foi avaliado e essas populagdes celulares
foram selecionadas conforme mostrado na Figura 12. Primeiramente pelo
tamanho e granulosidade foram selecionados os linfocitos. Dessa populagéao
foram escolhidas as células CD4* e, em seguida, as células CD4* IFN-y*. O

mesmo foi feito para os linfocitos TCD8*.
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FIGURA 12: Dot Plot representativo do gate para selecdo de populacdes de
linfécitos TCD4* IFN-y*. Os linfocitos foram selecionados pelo
tamanho e granulosidade. A partir dessa populacdo foram
escolhidas as células CD4* e, em seguida, as células CD4*
produtoras de IFN-y*. A mesma analise foi feita para os linfécitos
TCD8*.

As figuras 13 e 14 mostram a indugéo de linfécitos TCD4 e TCD8 no
baco e no pulmao, respectivamente. A vacina DAPC foi capaz de induzir mais
células TCD4* IFN-y* especificas no baco (em torno de 4 x 10° células) (Figura
13A) do que no pulmdo dos animais imunizados (em torno de 5 x 10% células)
(Figura 14A). Quando a vacina DAPC foi combinada com a BCG, melhorou a
resposta de linfocitos TCD4* IFN-y* no baco gerada pela BCG sozinha (Figura
13C). Entretanto, a BCG sozinha foi melhor indutora de linfécitos TCD8* IFN-y* no
baco (Figura 13D).
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FIGURA 13: Total de linfécitos TCD4* (A e C) e TCD8* (B e D) produtores de IFN-
y no bago dos camundongos 60 dias ap6s a ultima imunizagdo. Os
grupos foram comparados entre si pelo teste ANOVA seguido do

teste de Bonferroni e foi considerada diferenca estatistica quando
p<0,05.

No pulmao, os animais imunizados com a vacina DAPC apresentaram
niveis de células TCD4* IFN-y* (Figura 14A) muito superiores aos de células
TCD8* IFN-y* (Figura 14B). Mas, foi observada uma inducdo significativa de
células TCD4* IFN-y* (Figura 14C) e TCD8" IFN-y* (Figura 14D) nos

camundongos vacinados com a BCG e que receberam posteriormente o refor¢o
com a vacina DAPC.
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FIGURA 14: Total de linfécitos TCD4* (A e C) e TCD8* (B e D) produtores de IFN-
y no pulmao dos camundongos 60 dias apés a ultima imunizacéo. Os
tratamentos foram comparados entre si pelo teste ANOVA seguido
do teste de Bonferroni e foi considerada diferenca estatistica quando
p<0,05.

As analises da resposta imune celular apés a vacinagdo mostraram
gque a vacina DAPC €& imunogénica no modelo estudado (Quadro 4). Os
resultados mais signifitivos foram no pulm&o, onde a vacina DAPC melhorou a
resposta induzida pela BCG tanto na proliferacao de linfécitos TCD4* quanto na
de TCD8* produtores de IFN-y especificos.
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QUADRO 4: Comparacdo da imunogenicidade gerada pelas diferentes
formulacdes vacinais.

Formulagbes Resposta Imune  TCD4" IFN-y* TCD8" IFN-y*

vacinais Humoral Baco/ Pulméo Baco/ Pulméo
DAPC + +/+ +/+
BCG - -/- +/-
BCG + DAPC + +/+ T
Cn-AMP1 - -/- -+

Legenda: --- significa que apresentou indugcédo semelhante ao controle negativo.

5.5. Resposta imune induzida pela vacinacéo e desafio com Mtb

Todos os animais vacinados e desafiados com M. tuberculosis, foram
eutanasiados para a analise da capacidade protetora da vacina bem como o
resgate da resposta imune induzida antes da infec¢do. Foi novamente avaliada a
inducdo de imunoglobulinas IgG1l e IgG2a, e dos linfocitos TCD4* e TCD8*
produtores de IFN-y.

5.5.1. Resposta imune humoral ap6s o desafio

Apos o desafio foi feita a dosagem de anticorpos para verificar os
niveis séricos de IgGl e IgG2a especificos. Conforme visto durante as
vacinacfes, as quantidades de IgGl e de IgG2a permaneceram elevadas nos
grupos DAPC e BCG + DAPC (Figura 15).
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FIGURA 15: Anticorpos IgG1l e IgG2a especificos 30 dias ap6s o desafio com Mtb.
*diferenca estatistica p<0,001. Os grupos foram comparados entre si pelo
teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni e foi considerada diferenga
estatistica quando p<0,05.

5.5.2. Resposta imune celular apés o desafio

Apds o desafio os linfécitos TCD4 e TCD8 foram avaliados com o
intuito de verificar se a resposta gerada pela vacinagéo seria resgatada durante a
infeccdo. As andlises da resposta imune celular no bagco mostraram que a
infeccdo sozinha foi melhor indutora de células TCD4* IFN-y* (Figura 16A). Em
relacdo aos linfécitos TCD8* IFN-y*, mesmo ndo sendo diferente estatiscamente,
a vacina DAPC induziu essa populagao de forma similar a infec¢ao (Figura 16B).

Os animais imunizados com a BCG sozinha apresentaram quantidade
de linfocitos TCD4* IFN-y* semelhante a infec¢do. Entretanto, a combinacdo da
BCG com a DAPC, melhorou a resposta induzida de forma significativa (Figura
16C). Os linfécitos TCD8* IFN-y* foram mais expressivos no baco dos
camundongos apenas infectados, mas os animais imunizados com a formulacao

BCG + DAPC tiveram niveis similares aos do grupo Infec¢do (Figura 16D).
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FIGURA 16: Total de linfécitos TCD4* e TCD8™* produtores de IFN-y no baco
dos camundongos 30 dias apdés o desafio. Os grupos foram
comparados entre si pelo teste ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e foi considerada diferenca estatistica quando
p<0,05.

A formulacdo DAPC foi capaz de gerar uma resposta de células TCD4*
(Figura 17A) e TCD8" IFN-y* (Figura 17B) mais significativa nos pulmdes. A
combinacédo da BCG com a DAPC novamente gerou um aumento na resposta de
linfécitos TCD4* IFN-y* (Figura 17C) e, principalmente, de TCD8 IFN-y* (Figura

17D) quando comparada a resposta induzida pela BCG sozinha.
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FIGURA 17: Total de linfécitos TCD4* e TCD8* produtores de IFN-y no pulméao
dos camundongos 30 dias apds o desafio. Os grupos foram
comparados entre si pelo teste ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e foi considerada diferenga estatistica quando p<0,05.

Coletivamente estes dados mostram que, ap0s o desafio com Mtb, a
combinagcdo da BCG com a vacina de subunidade proteica DAPC melhorou a
resposta induzida pela BCG sozinha, tanto de linfécitos TCD4* quanto TCD8*
produtores de IFN-y.
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5.6. Analise histopatolégica

Aos 30 dias apos a infeccdo com Mtb, os animais foram eutanasiados e
0os pulmdes coletados para a realizacdo de exame histopatoldégico e imuno-
histoquimica (Figuras 18 e 19).

As andlises microscopicas mostraram que o0 grupo PBS manteve a
arquitetura pulmonar intacta, com septos inter-alveolares integros e sem
alteracdes inflamatorias (Figura 18A). O grupo Infeccdo apresentou focos de
infiltrado inflamatério mononuclear linfocitario difusos (Figura 19A) com alteracao
do parénquima pulmonar como septos inter-alveolares espessos e congestos
(Figura 18B).

O grupo BCG apresentou poucas areas de lesdo e o parénquima
pulmonar muito semelhante ao dos animais que apenas receberam PBS (Figura
18C). Os pulmdes dos animais imunizados com BCG + DAPC apresentaram
lesGes mais intensas que os grupos BCG e Infec¢do. O processo inflamatorio,
apesar de localizado (Figura 18D), apresentou-se mais extenso que o grupo BCG
com regides de aglomerados celulares em inicio de formagdo da estrutura
granulomatosa, mas ainda de forma desorganizada, com presenca de macrofagos
espumosos ndo classicos (Figura 19B). Septos inter-alveolares estavam mais
espessos e havia algumas areas de congestao.

O parénquima pulmonar dos animais do grupo DAPC apresentou
infiltrado inflamatério moderado com predominéancia de células mononuclear
linfocitarias e regibes de congestdo. Foi observado destruicdo dos septos inter-
alveolares nas areas de infiltragdo celular mais intensa (Figura 18E) e presenca
de macréfagos espumosos (Figura 19C). No grupo do adjuvante sozinho, Cn-
AMP1, houve inflamacdo difusa com intensa congestdo e areas de hemorragia
focal. Os septos estavam muito espessados com quase o dobro do tamanho
normal. Também foram observados macrofagos espumosos nao classicos
(Figuras 18F e 19D).
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FIGURA 18: Fotomicrografia dos cortes histologicos dos pulmdes dos
camundongos representativos de cada tratamento, 30 dias ap0s o
desafio. (A) pulmd&o normal: grupo PBS; (B) espessamento de
septos inter-alveolares e congestdo: grupo Infeccdo; (C)
parénquima pulmonar com poucas lesdes: grupo BCG; (D)
infiltrado inflamatério mononuclear linfocitario: BCG + DAPC; (E)
foco de infiltrado inflamatério mononuclerar linfocitatio: grupo
DAPC; (F) presenca de macréfagos espumosos: grupo Cn-AMP1.
Aumento de 20X.
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FIGURA 19: Fotomicrografia dos cortes histologicos dos pulmbes dos
camundongos representativos de cada tratamento, 30 dias apés o
desafio. (A) focos de infiltrado inflamatério mononuclear linfocitario:
grupo Infeccdo; (B) espessamento de septos inter-alveolares e
macréfagos espumosos ndo classicos (setas): grupo BCG + DAPC;
(C) macréfagos espumosos: grupo DAPC; (D) septos inter-
alveolares espessados e presenca de macr6fagos espumosos
(seta): grupo Cn-AMP1. Aumento de 40X.

De acordo com a analise do escore das les6es inflamatérias, os grupos
Infeccdo e Cn-AMP1 foram os que apresentaram maior area de lesao tecidual,
seguidos do grupo DAPC, conforme apresentado na Figura 20. Os grupos BCG e
BCG + DAPC apresentaram porcentagem de areas inflamatérias semelhantes.
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Escore das lesdes pulmonares
(%)

FIGURA 20: Escore das lesbes histopatologicas
nos cortes de pulmdo dos
camundongos. *diferenca estatistica
p<0,01. Os tratamentos foram
comparados entre si pelo teste
ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e foi considerada
diferenca estatistica quando p<0,05.

5.7. Andlise imuno-histoquimica e pesquisa de BAAR

Cortes histolégicos de pulmao foram preparados para a deteccao de
TNF-a e de bacilos alcool acido resistentes no tecido, 30 dias ap0s o desafio.

O grupo PBS néo apresentou areas de coloragdo positiva para TNF- a
(Figura 21A). Extensas areas de marcacao positiva para TNF-a foram observadas
no grupo Infeccdo (Figura 21B). A referida citocina foi encontrada em todos os
grupos em menor (Figura 21E) ou em maior intensidade de marcagéo, como nos
grupos BCG, BCG + DAPC e Cn-AMPL1 (Figura 21 C, D e F), principalmente nas

células epiteliais dos bronquiolos.
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FIGURA 21: Fotomicrografia dos cortes histologicos dos pulmdes dos
camundongos representativos de cada tratamento, 30 dias apds o
desafio. Coloragcdo marrom representa positividade para presenca
de TNF-a. (A) pulméo normal sem presenca de coloracéo positiva
para TNF-a: grupo PBS; (B) presenca de células epiteliais de
alvéolos e bronquiolos com marcacao positiva para TNF-a: grupo
Infeccdo; (C) bronquiolo apresentando células epitelias com
marcacao positiva para TNF-a: grupo BCG; (D) bronquiolo e
alvéolo apresentado células epitelias com marcacéo positiva para
TNF-a : grupo BCG + DAPC; (E) bronquiolos apresentando
células epitelias com marcacédo positiva para TNF-a: grupo DAPC;
(F) bronquiolos apresentando células epitelias com marcacédo
positiva para TNF-a Cn-AMP1. Aumento de 20X.
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A pesquisa de bacilos élcool acido resistentes mostrou que, decorridos
30 dias da infecgéo, os pulmdes dos animais apenas infectados (Figura 22A e B)
ou que receberam as formulagcdbes DAPC e Cn-AMP1l (Figura 22C e E)
apresentavam bacilos em quantidades detectaveis. Um dado interessante foi a
presenca de bactérias em células positivas para TNF e células negativas (Figura
22D e F).
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FIGURA 22: Fotomicrografia dos cortes histologicos dos pulmbes dos
camundongos representativos de cada tratamento, 30 dias apds o
desafio. Coloragdo marrom representa positividade para presenca
de TNF-a. Presenca de bacilos alcool acido resistentes em rosa.
Grupos Infeccdo, 40X (A), Infeccdo, 100X (B), DAPC, 40X (C),
DAPC, 100X (D), Cn-AMP1, 40X (E) e Cn-AMP1, 100X (F).

A andlise da éarea de tecido pulmonar positiva para TNF foi

determinada e, como demonstrado na Figura 23, os pulmdes dos animais
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imunizados com o adjuvante Cn-AMP1 apresentaram maiores areas de coloracao

positiva para esta citocina, quando comparados com a infec¢ao sozinha.

re

Area de coloragao
positiva para TNF-a (%)

FIGURA 23: Porcentagem de area de tecido
pulmonar com coloracdo positiva
para TNF-o.*diferenca estatistica
p<0,01. Os grupos foram
comparados entre si pelo teste
ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e  foi  considerada
diferenca estatistica quando p<0,05.

5.8. Capacidade protetora da vacina

Trinta dias apos o desafio os I6bulos superiores e médios dos pulmdes
dos animais foram coletados para determinar a carga bacteriana através da
contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) apds a infecgéo e, avaliacdo
da capacidade protetora das formulagdes vacinais. A vacina DAPC néo foi capaz
de proteger os animais contra a infeccdo apresentando alta carga bacilar. Os
grupos BCG e BCG + DAPC apresentaram carga bacilar baixa, conferindo

protecdo devido a imunizagdo com a BCG. O grupo Cn-AMP1l apresentou
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contagens semelhantes de UFC aquelas obtidas dos pulmdes dos camundongos

apenas infectados com Mtb (Figura 24).
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FIGURA 24: Unidades formadoras de colonias
(UFC) no pulméo dos camundongos
apos a infeccdo com Mtb. *diferenca
estatistica p<0,05. Os grupos foram
comparados entre si pelo teste
ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e foi considerada
diferenca estatistica quando p<0,05.
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6. DISCUSSAO

A vacina DAPC mostrou-se imunogénica no modelo utilizado
principalmente quando combinada com a vacina BCG. Foram induzidos elevados
niveis de anticorpos das classes IgG1 e lgG2a especificos, linfécitos TCD4* e
TCD8* produtores de IFN-y. Ap6és o desafio, tanto no bagco como no pulméo
linfécitos TCD4* e TCD8* IFN-y* foram detectados e os niveis de imunoglobulinas
lgG1l e IgG2a permaneceram elevados. Entretanto, apesar de as respostas
humoral e celular geradas pela vacina, ndo houve protecao significativa gerada
pela DAPC. Nao houve diferenca no nimero de bacilos presentes no pulméao dos
animais imunizados com BCG + DAPC comparado com os vacinados com a BCG
sozinha, o que indica que apenas a vacina BCG foi capaz de proteger contra a
infeccdo com Mtb. Os achados histopatolégicos corroboram com esta analise,
pois mostram que ambos 0S grupos apresentaram porcentagem de lesdes
semelhantes no pulméo, evidenciando que a BCG foi capaz de conter a infeccéo.
As lesdes inflamatérias encontradas no pulmdo dos camundongos vacinados com
o peptideo Cn-AMP1 foram semelhantes as dos animais apenas infectados.

A resposta de células Thl estd associada a inducdo de anticorpos
IgG2a especificos assim como a producédo de IFN-y. Enquanto respostas do tipo
Th2 correlacionam-se com anticorpos IgG1 e a producao de citocinas como IL-4 e
IL-10, principalmente (FLYNN & CHAN, 2001). Para verificar a capacidade da
vacina em induzir resposta imune humoral especifica, as diferentes subclasses de
anticorpos foram avaliadas. Portanto, a vacina sozinha ou como um reforco para a
BCG, foi capaz de induzir niveis elevados de anticorpos IgG1 e IgG2a especificos
contra a proteina rDAP ao longo das imuniza¢des (Figura 11). Resultados
semelhantes foram encontrados no trabalho de TRENTINI et al. (2014) que
utilizaram a proteina HspX do Mtb associada a um lipossoma microestruturado
em diferentes formulagbes contendo CpG DNA ou MPL. Todas as formulagbes
vacinais contendo a proteina HspX induziram elevados niveis de anticorpos IgG1
e lgG2a especificos.

Os linfécitos TCD4* sdo células muito importantes na resposta
protetora contra a TB, pois produzem IFN-y e TNF-a que sao citocinas
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necessarias na ativagdo de macrofagos e desempenham um papel primordial no
inicio da infeccdo pelo Mtb (FLYNN, 2004; ORME, 2011). Somado a isso, essas
células também atuam na ativacdo de linfocitos TCD8*, contribuindo com a
protecdo, especialmente durante a fase crbnica de infeccbes experimentais em
camundongos (VAN PINXTEREN et al., 2000; NAMBIAR et al., 2010). Com o
intuito de avaliar a inducdo de linfécitos TCD4* e TCD8* pela vacinagéo, foram
obtidas células de baco e pulméo dos animais antes e depois do desafio com Mtb.
A nova formulacdo DAPC foi uma boa indutora de imunidade celular tanto no
baco como no pulmao, principalmente de células TCD4* IFN-y* (Figuras 13A e
14A). Quando os animais imunizados com BCG receberam a DAPC como reforco,
esta foi capaz de melhorar a resposta de células TCD4* e TCD8" IFN-y*
principalmente no pulmao (Figuras 13C e D; 14C e D). Resultados semelhantes
foram encontrados por BERTHOLET et al., 2010, que utilizando a vacina ID93
(composta pela fusdo de quatro proteinas das familias PE/ PPE e Esx do Mtb)
associada ao adjuvante GLA-SE (solucéo estavel de agua e 6leo contendo MPL)
como reforco para a BCG, verificaram uma inducdo predominante de linfécitos
TCD4*. Assim, foi confirmada a capacidade imunogénica da vacina de
subunidade proteica no modelo estudado, pois gerou imunidade humoral e celular
especificas quando utilizada sozinha ou combinada com a BCG.

Apds a confirmacdo da capacidade imunogénica da vacina, foram
feitas as analises poés-infeccdo com o Mtb para verificar o resgate da resposta
imune gerada pela vacinacdo. 30 dias apds o desafio, as imunoglobulinas IgG1
continuaram altas (Figura 15A), enquanto os anticorpos IgG2a tiveram uma ligeira
reducdo, mas ainda permaneceram elevados (Figura 15B). Essa redugao pode
ser explicada pela combinag&o dos anticorpos com os antigenos micobacterianos.
Esses dados confirmam a forte inducdo de resposta imune humoral gerada pela
vacinacao.

Apods o desafio, a vacina DAPC induziu células TCD4* IFN-y* em niveis
semelhantes aos de antes da infeccdo no baco (Figuras 13A e 16A). Um dado
interessante foi o de grupo injetado apenas com o adjuvante ter apresentado
niveis de linfécitos TCD4 aumentados apds a infeccdo (Figuras 13A e 16A).
Assim como nos resultados da imunogenicidade, os animais que receberam o

esquema vacinal BCG + DAPC apresentaram no pulméao niveis de células TCD4
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e, principalmente TCD8 produtores de IFN-y superiores aos induzidos pela vacina
BCG (Figura 17C e D), mostrando que a resposta desta ultima foi melhorada pela
DAPC.

Em um estudo com camundongos realizado por HU et al., 2013, uma
vacina composta pela fusdo dos antigenos Ag85A e ESAT6 (Pe685a) associada
ao adjuvante CpG7909, gerou linfocitos TCD4 e TCD8 no baco em maiores
propor¢cdes do que uma formulagdo vacinal com a mesma proteina associada ao
adjuvante incompleto de Freund (FIA). De acordo com a literatura, a resposta
desses linfocitos foi provavelmente devido a presenca do CpG7909, ja conhecido
pela sua forte habilidade em induzir células TCD8* especificas
(ROTHENFUSSER et al., 2004; AMLIE-LEFOND et al., 2005). O resultado
encontrado no presente estudo acerca dos linfécitos TCD4* e TCD8* produtores
de IFN-y*, antes e depois do desafio, pode estar relacionado a enzima DAP do
Mtb, pois ainda ndo existem dados na literatura que mostrem a capacidade
imunogénica dessa proteina. Contudo, outros mecanismos podem estar
envolvidos, como a capacidade de o adjuvante Cnh-AMP1 em aumentar a
expressao de IFN-y e TNF-a, além de outras citocinas pré-inflamatérias como IL-6
e IL-12 (SILVA et al., 2012), ativando a resposta de linfécitos T bem como de
outras populacdes celulares. Isso explica 0 aumento no nimero de células TCD4
produtoras de IFN-y apds a infeccdo nos animais injetados apenas com o Cn-
AMP1.

Atualmente, uma das preocupac¢fes da comunidade cientifica que se
dedica ao desenvolvimento de vacinas contra a TB € a capacidade das mesmas
em proteger os individuos imunizados e ndo somente induzir respostas celulares
especificas. Algumas formulagbes vacinais que se mostraram promissoras nas
analises iniciais em camundongos acabaram gerando lesdes intensas no tecido
pulmonar (TAYLOR et al.,, 2003; HU et al.,, 2013). Em relacdo a capacidade
protetora da vacina, as lesdes presentes nas analises histopatologicas (Figuras
18, 19 e 20) confirmaram os resultados encontrados na contagem das unidades
formadoras de colonia, onde os animais imunizados com a BCG e com o
esquema BCG + DAPC tiveram menos bacilos por pulméo (Figura 24). O tecido
pulmonar desses camundongos foi 0s que apresentou menor intensidade de

lesbes com processo inflamatorio local e preservacdo do parénquima pulmonar
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(Figura 18C e D). Ja os pulmdes dos animais que receberam a vacina de
subunidade proteica sozinha (Figura 18E) mostraram areas de lesdo mais
extensas com maior celularidade e processo inflamatorio moderado, além de
regides com destruicdo do parénquima pulmonar. O grupo vacinado com o
adjuvante Cn-AMP1 teve a porcentagem de areas com lesao inflamatéria similar
ao grupo Infeccdo (Figura 20), com pulmdes apresentando processo inflamatoério
difuso, com intensa congestdo e septos inter-alveolares muito espessos com o
dobro do tamanho normal.

No trabalho realizado por HU et al. (2013), a presenca do adjuvante
CpG7909 foi capaz de melhorar a resposta ja induzida pela vacina Pe685a,
entretanto, ndo houve diminuicdo na quantidade de bacilos no pulmdo nem no
dano tecidual gerado pelas lesées no pulméao apos a infeccdo com Mtb. Trabalhos
anteriores utilizando o CpG1826 e o CpG2041 também ndo conferiram protecéo
contra a infec¢do pelo Mtb quando comparados com o FIA, mesmo ambos tendo
gerado anticorpos especificos e IFN-y quando utilizados como adjuvantes para a
proteina CFP-10 (FONSECA et al., 2007). CHEN et al., 2010 verificaram que
cobaias imunizadas com uma proteina de fusdo composta por antigenos do Mtb
associada ao CpG DNA, tiveram pouco controle na progressdo da infeccao
micobacteriana. Todavia, SILVA et al. (2009), utilizando uma dose baixa de CpG
DNA juntamente com a proteina MPT51 do Mtb, observaram um papel protetor do
adjuvante nos camundongos vacinados com essa formulacdo quando comparado
com o FIA. Outro trabalho realizado por TRENTINI et al. (2014) verificou que uma
formulacéo vacinal contendo a proteina HspX associada ao lipossoma e ao CpG
DNA também foi capaz de proteger camundongos apés o desafio intranasal com
M. tuberculosis. Essas diferentes respostas geradas pelos adjuvantes precisam
ser mais bem esclarecidas, jA& que para vacinas de subunidade proteica a
associacao a esse tipo de molécula € essencial.

A intensa resposta inflamatéria gerada nos pulmdes dos animais que
receberam a vacina de subunidade proteica sozinha pode estar relacionada com
outras citocinas, como o TNF-a, por exemplo. Apesar de nédo ter sido observada
necrose nos pulmdes, a predominancia de células mononucleares linfocitarias
indica que o TNF pode estar envolvido no mecanismo de inflamacdo. A analise

imunohistoquimica confirmou a presenca desta citocina em todos os tratamentos
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(Figura 21) e nos grupos BCG, BCG + DAPC, Cn-AMP1 e Infeccao, foram
observadas areas mais extensas de tecido apresentando essa citocina (Figura
23). Animais vacinados apenas com a DAPC foram os que tiveram menor
quantidade de TNF-a no tecido pulmonar, logo o processo inflamatério observado
pode estar relacionado com outros mecanismos que nao envolvem apenas esta
citocina. As maiores produtoras de TNF observadas neste trabalho foram as
células epiteliais, que por muitos anos foram negligenciadas no estudo da TB.
Entretanto sabe-se que ndo s6 macréfagos sado produtores de TNF durante a
infeccdo pelo Mtb, mas fibroblastos, células endoteliais, adipdcitos e
principalmente, as células epiteliais, produzem esta citocina. Especialmente as
células epiteliais, pois juntamente com os macréfagos sao as primeiras a terem
contato com a micobactéria no tecido alveolar (HERNANDEZ-PANDO et al.,
2000).

Quando a bactéria entra em contato com as células do epitélio alveolar,
elas podem produzir uma série de moléculas antimicrobianas, citocinas e
quimiocinas (LIN et al., 1998). Esses mediadores estdo diretamente relacionados
a migracdo de mondcitos e macréfagos para o sitio de infeccao, promovendo a
ativacdo de suas atividades antimicrobianas. Somado a isso, as células do epitélio
alveolar possuem moléculas de MHC de classe Il, o que permite que elas
apresentem antigenos para linfécitos TCD4 (DEBBABI et al., 2005; GEREKE et
al., 2009). Além disso, a infec¢cdo com Mtb leva as células epiteliais a produzirem
MCP-1, uma quimiocina que atrai linfocitos TCD4 (TAUB et al., 1995). Todos
esses dados corroboram com os achados do presente estudo, uma vez que
células TCD4 foram observadas ap0s o desafio em todos 0s grupos
experimentais.

Durante a analise imunohistoquimica também foi observado que
bacilos &lcool acido resistentes estavam presentes em células positivas e
negativas para TNF (Figura 23), principalmente nos pulmdes dos grupos DAPC,
Cn-AMP1 e Infeccdo. E provavel que o Mtb tenha modulado a resposta imune do
hospedeiro no modelo utilizado, uma vez que estudos recentes demonstraram
qgque macréfagos infectados podem liberar vesiculas exossomais contendo a
bactéria, 0 que recruta e ativa células do sistema imune (SINGH et al., 2011 e

2012). Sabe-se que células infectadas pelo Mtb sdo parcialmente resistentes a
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estimulacdo pelo IFN-y e SINGH et al. (2011) demonstraram que macréfagos
naive quando expostos aos exossomas derivados de células infectadas se tornam
refratarios a uma subsequente ativacdo via IFN-y. Com essas observacdes €&
possivel entender a presenca de células infectadas, nos pulmfes dos animais,
negativos para TNF, uma vez que elas podem estar refratarias a ativacao pelo
IFNy.

A vacina de subunidade proteica foi capaz de gerar uma resposta
imune humoral consideravel, além de induzir linfécitos TCD4 e TCDS8 produtores
de IFN-y, principalmente quando combinada com a BCG. Entretanto, a resposta
de protecéo esperada ndo foi alcancada, pois 0s animais vacinados apresentaram
um processo inflamatério nos pulmdes téo intenso quanto os apenas infectados e
a carga bacilar foi muito alta. Correlacionando esses resultados pode-se inferir
que outras células, que ndo foram analisadas neste estudo, possam estar
envolvidas na inducdo do processo inflamatorio observado, como linfécitos Th17,
por exemplo. Foi demonstrado que essa populacdo de linfocitos € responsavel
pela producédo das citocinas IL-17 e IL-23, cujo excesso contribui com a patologia
pulmonar induzida pela TB em camundongos (CRUZ et al., 2010). Apesar de a IL-
23 também estar relacionada com uma resposta protetora pela inducdo de IFN-y,
seu papel principal € a manutencdo da resposta de IL-17, conhecidamente pro-
inflamatéria. Somado a isso, KHADER et al. (2011) confirmaram a participacao da
IL-23 no desenvolvimento de células B foliculares no pulmao de camundongos
infectados, dado este que se correlaciona com a presenca macica de anticorpos
encontrada neste estudo, jA que os linfécitos B se diferenciam em células
produtoras de imunoglobulinas. Além disso, citocinas pro-inflamatérias
conhecidamente induzidas pelo adjuvante Cn-AMP1 podem ter influenciado na
migracao de células B como também de linfécitos Th17 para o pulméo.

Diante do exposto conclui-se que uma Unica proteina do
Mycobacterium tuberculosis associada a um adjuvante peptidico é capaz de
induzir resposta imune humoral e celular especificas, mas néo protege 0s animais
apos o desafio com Mth. Logo, estudos mais aprofundados acerca da atividade
desta enzima no metabolismo da bactéria, bem como a sua localiza¢do precisam

ser realizados para um melhor entendimento do papel da DAP na patogenicidade
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do agente. Além disso, a associacdo da enzima a outras proteinas e a outros

adjuvantes é um aspecto a ser considerado em analises futuras.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi produzida de forma bem sucedida a proteina
recombinante rDAP (Rv0800) do Mycobacterium tuberculosis, uma aspartil
aminopeptidase, pertencente a familia M18 de metalo proteases.

Foi confirmado que o Mycobacterium tuberculosis produz a enzima,
predita como essencial para a sobrevivéncia in vivo e supostamente envolvida na
patogenicidade do agente.

Pela primeira vez uma formulagéo vacinal contendo uma enzima do
Mycobacterium tuberculosis associada a um adjuvante peptidico da agua de coco,
nunca testados para tuberculose em modelo murino de infeccdo, demonstraram

potencial imunogénico, mas baixa capacidade protetora.
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CAPITULO 3- AVALIACAO DO ADJUVANTE ADVAX EM ASSOCIACAO COM
A PROTEINA RECOMBINANTE DAP NO MODELO MURINO DE INFECCAO.

RESUMO: Com este estudo objetivou-se avaliar se a associacdo da proteina
recombinate rDAP com uma nova molécula adjuvante geraria prote¢cdo no modelo
de infeccdo murina. O adjuvante utilizado foi o ADVAX, um polissacarideo
derivado da inulina que ja apresentou resultados promissores quando associado a
outros antigenos, como o0s das vacinas contra influenza e hepatite. Duas
formulagbes do adjuvante foram testadas, ADVAX1 e ADVAX2, formando as
vacinas de subunidade proteica DAPVAX1 e DAPVAX2. Os camundongos foram
separados em grupos de quatro animais e imunizados duas vezes com as vacinas
correspondentes com intervalos de 21 dias. Foi coletado soro 15 dias apds cada
Imunizacao para verificagdo da imunogenicidade das novas formula¢des vacinais
e tanto DAPVAX1 quanto DAPVAX2 induziram anticorpos das classes IgGl e
IlgG2a especificos apenas ap6s a segunda imunizacdo. DAPVAX2 foi melhor
indutora de 1gG2a quando comparada com DAPVAX1. Ap6s a infec¢cdo houve
uma diminuicdo significativa principalmente de 1gG2a no grupo DAPVAX2. A
analise histopatolégica mostrou que 0s animais vacinados com as novas
formulacBes apresentaram lesdes inflamatérias semelhantes ao grupo Infeccéo.
Nenhuma das vacinas testadas foi capaz de proteger os camundongos contra a
infecgcdo endovenosa com Mtb.

Palavras chave: vacina de subunidade, inulina, anticorpos, tuberculose.
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CHAPTER 3- EVALUATION OF THE ADVAX ADJUVANT ASSOCIATED WITH
THE RECOMBINANT PROTEIN DAP IN THE TUBERCULOSIS MURINE
MODEL.

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate if the association of the protein
rDAP with a new adjuvant molecule could generate protection in the murine model
of infection. The ADVAX adjuvant, a polisacharide derived from delta inulin that
already presented promising results when associated with other vaccine antigens,
such as influenza and hepatitis. Two adjuvants formulations were tested, ADVAX1
and ADVAX2, that comprising the subunit protein vaccines DAPVAX1 and
DAPVAX2. Mice were separated in groups of four animals and immunized twice
with 21 days of interval. Fifteen days after each vaccination serum was collected in
order to evaluate the antibody induction. Both vaccine formulations induced
specific immunoglobulins 1IgG1 and IgG2a after the second immunization, and
DAPVAX2 induced higher levels of IgG2a compared to those induced by
DAPVAXL. After the infection a considerable reduction, especially of lgG2a were
observed in the group DAPVAX2. The histopathology analisys showed that the
animals immunized with the new formulations presented inflammatory lesions
similars to the infection group. DAPVAX1 and DAPVAX2 were not able to protect
mice against the endovenous infection with M. tuberculosis.

Keywords: subunit vaccine, inulin, antibodies, tuberculosis
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas moléculas adjuvantes é um desafio no
estudo de vacinas contra as mais diversas doencas infecciosas. Os compostos a
base de aluminio (fosfato ou hidréxido) sdo usados desde o inicio dos anos 90 e
ainda sdo considerados o0s mais seguros, mesmo havendo mais de 100
adjuvantes descritos na literatura cientifica. Sabe-se que o efeito imunoadjuvante
do aluminio esta associado a resposta pro-inflamatoria, incluindo a indugcédo no
aumento da captacdo e apresentacdo de antigenos por APCs, e aumento da
producdo e liberacdo de citocinas (DE GE et al.,, 2009; TRITO et al., 2009).
Contudo o acumulo dessa substancia gera um potencial de toxicidade
(PETROVSKY, 2006). Em 1936, Freund et al. desenvolveram uma emulsdo de
dgua e Oleo mineral contendo micobactéria morta, criando assim o adjuvante
completo de Freund (FCA), o qual ainda € um dos mais potentes adjuvantes
conhecidos, um potente estimulador de imunidade celular e humoral (FREUND et
al., 1937). Contudo, o FCA gera severos efeitos colaterais e é toxico para
humanos.

Alguns requisitos a serem avaliados na escolha de um adjuvante sdo: o
antigeno, a espécie a ser vacinada, a rota de administracdo, os possiveis efeitos
colaterais e a necessidade de estimular resposta humoral e/ou mediada por
células (ALLISON et al.,, 1991; EDELMAN, 2002). Um adjuvante ideal deve
promover uma resposta imune apropriada, seja Thl ou Th2, ser estavel com
longa vida de prateleira, ser biodegradavel, ser barato para produzir e ndo ser
imunogénico por si s6 (EDELMAN, 1980). Os beneficios gerados pela
incorporagao de um adjuvante numa formulagéo vacinal devem ser balanceados
com o risco de reacdes adversas induzidas por esses compostos. Uma forte
atividade adjuvante geralmente estd relacionada com aumento de toxicidade,
como no caso do FCA. O maior desafio nas pesquisas de adjuvantes é
justamente aumentar a atividade da molécula reduzindo a toxicidade (GUPTA et
al., 1993).

Nesse contexto os adjuvantes a base de inulina apresentam pontos
positivos, pois promovem uma forte resposta, similar a gerada pelo FCA, mas
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sem serem toxicos. A inulina é um polissacarideo neutro, de natureza nao
ionizada e € o carboidrato de reserva de plantas da familia Compositae (SILVA et
al.,, 2004). Derivados deste carboidrato tem a capacidade de ativar o
complemento e ele foi uma das primeiras substancias usadas com este proposito.
Quando soro humano é incubado com a inulina, o complemento € ativado até a
sua exaustdo. Esta propriedade foi a responsavel pela primeira demonstracdo da
via alternativa do sistema complemento (GOTZE et al., 1971).

O ADVAX™ ¢ um adjuvante derivado da inulina e que tem apresentado
bons resultados em modelos animais como hepaptite B, influenza H1IN1, malaria
(SILVA et al., 2004) e virus da encefalite japonesa (LARENA et al., 2013;
PETROVSKY et al., 2013). Logo, por apresentar essas caracteristicas desejaveis
para um adjuvante, o ADVAX foi utilizado neste trabalho com o intuito de melhorar
a resposta imune induzida pela proteina recombinante DAP no modelo de TB

murina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Proteina rDAP

O mesmo lote de proteina recombinante descrito no capitulo 2 deste

documento foi utilizado nos experimentos a seguir.

2.2. Adjuvante ADVAX

O adjuvante ADVAX™ foi gentilmente cedido pelo Dr Nikolai Petrovsky
(Universidade de Flinders, Australia), mediante assinatura de convénio de
confidencialidade com Vaxine Pty Ltda (Anexo 2). Duas formulagbes foram

utilizadas, ADVAX1 e ADVAX2, e as formula¢des nao foram informadas.

2.3. Desenho experimental

Os camundongos foram agrupados ao acaso em seis grupos de quatro

animais. Cada grupo recebeu o seguinte esquema vacinal:

e Grupo 1 (Controle Negativo-PBS): camundongos injetados duas vezes com
100 pL de PBS estéril, por via subcutanea (SC) com intervalo de 21 dias

entre cada imunizagao;

e Grupo 2 (DAPVAX1): camundongos imunizados duas vezes com 100 pL da
vacina de subunidade protéica composta pela proteina recombinante rDAP
(20pg/mL) associada ao adjuvante ADVAX1, por via subcutanea (SC) com

intervalo de 21 dias entre cada imunizacao;

e Grupo 3 (DAPVAX2): camundongos imunizados duas vezes com 100 pL da
vacina de subunidade protéica composta pela proteina recombinante rDAP
(20ug/mL) associada ao adjuvante ADVAX2, por via subcutanea (SC) com

intervalo de 21 dias entre cada imunizacao;
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e Grupo 4 (ADVAX1): camundongos injetados duas vezes com 100 pL do
adjuvante ADVAX1 por via subcutanea (SC) com intervalo de 21 dias entre
cada imunizagao;

e Grupo 5 (ADVAX2): camundongos injetados duas vezes com 100 pL do
adjuvante ADVAX2 por via subcutanea (SC) com intervalo de 21 dias entre
cada imunizacéo;

e Grupo 6 (Controle Infecgéo): camundongos injetados duas vezes com 100
uL de PBS estéril, por via subcutanea (SC) com intervalo de 21 dias entre
cada imunizacéo.

Trinta dias apOs a infeccdo, todos os animais do esquema vacinal
foram eutanasiados para analise da resposta imune induzida e eficacia protetora

da vacina (Figura 1).

Coletade Coletade
sangue sangue
DESAFIO
1
1
1
1
1
21 dias 30 dias ' 30 dias
1? Imunizagao 2% Imunizagao Coleta de sangue
Eutanasia
UFC Final

Histopatologico

FIGURA 1: Esquema vacinal do estudo com as respectivas imunizagcoes e pontos
experimentais.
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2.4. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Foi coletado sangue dos camundongos para a obtencdo de soro e
realizacdo da técnica de ELISA para a deteccdo de anticorpos IgGl e IgG2a
especificos contra rDAP. As imunizacfes foram realizadas com intervalos de 21
dias e um dia antes de cada vacinacéo foi coletado o sangue dos animais. Placas
de poliestireno de 96 orificios (Ultra Cruz) foram adsorvidas com 50 pL/poco de
rDAP (10 pg/mL) diluida em tampéo carbonato/bicarbonato de sédio 0,05 M (pH
9,6) e incubadas por 18 h a 4°C. Apdés este periodo, as placas foram bloqueadas
por 2 h a 37°C com 100 pL/poco de tampdo carbonato/bicarbonato de sédio
contendo gelatina a 0,5%. As amostras de soros foram diluidas a 1:200 e 1:400 e
adicionadas nos orificios (50 pL/poc¢o), com posterior incubacgéo por 2 h a 37°C.
Em seguida as placas foram lavadas seis vezes com PBS Tween 20 a 0,05%,
com intervalos de 5 minutos entre as lavagens. Os anticorpos conjugados a
biotina (anti-mouse 1gG1 e IgG2a Pharmingen) foram diluidos a 1:5000 em PBS
contendo gelatina 0,05% (PBSg) e 50 pL da solucédo foi adicionada em cada
orificio das placas. Apds a incubacdo por uma hora a 37°C, as placas foram
lavadas seis vezes com PBS Tween 20 0,05%. A estreptoavidina-peroxidade (BD
Biosciences) foi diluida em PBSg a 1:10000 e 50 pL dessa solucéo foi adicionada
em cada poco com posterior incubacdo por uma hora a 37°C. Apo6s a incubacao
foram realizadas mais seis lavagem antes da revelacédo. A reacao foi revelada
com a adicdo de 50 pL/poco de tampdo citrato-fosfato pH 4,5 contendo OPD
(ortho-phenylenediamine - Merck) e 4gua oxigenada a 20 V. A reagdo enzimatica
foi finalizada com a adicdo de 50 pL/ poco de acido sulfarico 4 N. As placas foram

lidas a 492 nm na leitora de ELISA (Labsystems Multiskan Thermo).

2.5. Infeccédo endovenosa com Mycobacterium tuberculosis

A cepa de Mycobaterium tuberculosis (H37Rv) fornecida pela
Universidade do Estado do Colorado (Colorado State University, Fort Collins,

Colorado, Estados Unidos) foi cultivada em meio 7H9 suplementado com OADC
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(acido oleico albumina dextrose catalase), contendo Tween 80 a 0,05% até a fase
log de crescimento bacteriano, depois foram aliquotadas e mantidas em freezer a
- 80°C. O estoque foi plagueado e quantificado um més apds o congelamento.
Diluicdes centesimais do estoque foram plaqueadas em meio 7H11 suplementado
com OADC e as unidades formadoras de col6nia (UFC) foram contadas. No dia
da infecgéo, o indculo foi diluido em PBS Tween 80 a 0,05% na concentracdo de
108 UFC/ mL e 100 pL do in6culo foi administrado por via endovenosa (via plexo

retro-orbital), sendo inoculado, portanto 10° UFC/ animal.

2.5.1. Determinacao da carga bacteriana.

Um dia ap6s a infeccdo, um camundongo de cada grupo foi
eutanasiado e todo o pulméao foi removido e homogeneizado em PBS Tween 80 a
0,05%. O homogenato foi plagueado em meio 7H11, suplementado com OADC,
para verificar a carga bacteriana na infeccdo. Passados 30 dias da infeccao, a
carga bacteriana foi determinada pelo plagueamento do homogenato do lobo
superior e médio do pulmdo de um animal de cada grupo em meio 7H11
suplementado com OADC. As colbnias foram quantificadas apos 21 dias de

incubacdo em estufa de COz2a 5% a 37°C.

2.6. Histopatoldgico

Trinta dias apos a infecgdo endovenosa, o Iébulo pulmonar inferior
direito de cada animal foi fixado com formol a 10% tamponado. Os espécimes
foram processados em histotécnico automatico, incluidos em parafina e
seccionados em micrétomo (Leica RM2165). Obteve-se de cada bloco cortes
consecutivos de 5 um que foram colocados sobre laminas histolégicas e corados
pelo método de hematoxilina e eosina (HE) para analise em microscopia oOptica
(Axio scope.Al_ Carl Zeiss), utilizando o programa AxioVision 4.7. Os eventos

microscépicos avaliados nestes cortes histologicos foram: intensidade de
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infiltrados inflamatorios, presenca ou ndo de macréfagos espumosos e areas de

necrose.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados apresentados neste trabalho foram tabulados no Prism 5
software (Graphpad Software 5.0), expressos como média = desvio padrédo (SD).
A comparagdo entre os grupos foi dada pela analise de variancia (ANOVA).
Andlise estatistica multipla (ANOVA one way, seguido de teste de Bonferroni) foi
utilizada para avaliar as possiveis diferencas entre os grupos. Valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1. Resposta imune humoral induzida pelas formula¢des vacinais contendo o

adjuvante ADVAX, antes e depois do desafio.

Quinze dias apds a primeira imuniza¢do, nenhuma das formulagcdes
vacinais contendo o adjuvante ADVAX induziram niveis significativos de 1gG1l e

IgG2a especificos contra a proteina DAP (Figura 2).
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FIGURA 2: Inducdo de anticorpos IgGl (A) e IgG2a (B) especificos contra a
proteina recombinante rDAP 15 dias apds a 12 imunizacao (diluicao
1/200); Inducéo de anticorpos IgG1 (C) e IlgG2a (D) especificos contra
a proteina recombinante rDAP 15 dias ap0s a 22 imunizacéo (diluicao
1/200). *diferenca estatistica p<0,01. Os grupos foram comparados
entre si pelo teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni e foi
considerada diferenca estatistica quando p<0,05.
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Apéds a segunda imunizagédo os titulos de Igl e IgG2a aumentaram com
relacdo aos controles (Figura 2). A formulacdo DAPVAX1 néo foi tdo boa indutora
de anticorpos da classe IgG2a quando comparada com a vacina DAPVAX2
(Figura 2B).

Depois do desafio os niveis séricos de anticorpos IgG1 e IgG2a foram
novamente avaliados. Ambas as classes de imunoglobulinas diminuiram (Figura
3), entretanto anticorpos IgG2a induzidos pela formulacdo DAPVAX2 tiveram uma

queda mais acentuada (Figura 3B).
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FIGURA 3: Anticorpos IgGl (A) e IgG2a (B) especificos contra a proteina
recombinante rDAP 30 dias apd6s o desafio. *diferenca estatistica
p<0,01. Os grupos foram comparados entre si pelo teste ANOVA
seguido do teste de Bonferroni e foi considerada diferenca estatistica
quando p<0,05.

3.2. Andlise histopatolégica apos o desafio

Trinta dias apos o desafio os camundongos de todos os grupos foram
eutanasiados e os pulmdes coletados para realizagdo de exame histopatoldgico.

A andlise microscopica do grupo PBS mostrou preservagdo do
parénquima pulmonar sem alteracbes inflamatorias (Figura 4A). Pulmdes do

grupo Infeccéao tiveram processo inflamatério predominantemente mononuclear
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linfocitario difuso por todo o tecido, com espessamento de paredes alveolares e
algumas regides com destruicado do parénquima pulmonar (Figura 4B).

Nos animais imunizados com a vacina DAPVAX1 foram observadas
lesGes pulmonares caracterizadas por processo inflamatério mononuclear
linfocitario difuso com espessamento de parede de alvéolos (Figura 4C). O grupo
DAPVAX2 apresentou pulmbes com regides de infiltrado inflamatorio
linfomononuclear localizados e presenca de macrofagos espumosos hao
classicos (Figura 4D).

O tecido pulmonar dos camundongos imunizados apenas com O
ADVAX1 apresentou regides de infiltrado inflamatério localizado (Figura 4E). As
lesbes observadas no grupo ADVAX2 foram mais acentuadas, com
espessamento de parede de alvéolos (setas) e infiltrado inflamatoério difuso de

linfécitos e macrofagos (Figura 4F).



FIGURA 4: Fotomicrografia dos cortes his‘toléicdé dos pulmdes dos
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camundongos representativos de cada tratamento, 30 dias apds o
desafio. (A) padrdo pulmonar normal: grupo PBS; (B)
espessamento de parede alveolar e infiltrado inflamatério
mononuclear linfocitario: grupo Infeccao; (C) espessamento de
parede alveolar e infiltrado inflamatério mononuclear linfocitario:
grupo DAPVAX1; (D) presenca de macréfagos espumosos nao
classicos: grupo DAPVAX2; (E) presenca de infiltrado inflamatorio
mononuclear linfocitario: grupo ADVAX1; espessamento de parede
alveolar e infiltrado inflamatério mononuclear linfocitario:grupo
ADVAX2. Aumento de 20X.
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De acordo com o escore das lesdes o grupo Infeccado apresentou maior
area de lesdo tecidual. E a formulagdo DAPVAX2 teve menos regides de
processo inflamatorio. Entretanto, animais que receberam apenas o adjuvante

ADVAX1 foram os que tiveram menor escore de lesdes inflamatérias (Figura 5).

Escore das lesdes pulmonares
(%)

FIGURA 5: Escore das lesfes histopatolégicas nos
cortes de pulmdo dos camundongos.
*diferenca  estatistica p<0,01. Os
tratamentos foram comparados entre si
pelo teste ANOVA seguido do teste de
Bonferroni e foi considerada diferenca
estatistica quando p<0,05.

3.3. Capacidade protetora das vacinas

Trinta dias apOs o desafio os I6bulos superiores e médios dos pulmdes
dos animais foram coletados para determinar a carga bacteriana através da
contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) apos a infeccao e, avaliacdo
da capacidade protetora das formulac¢des vacinais.

Nenhuma das formulacdes testadas foi capaz de proteger os animais

de forma significativa. A carga bacilar nos pulmdes foi elevada em todos os
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grupos vacinados e, DAPVAX2 e ADVAX 2 apresentaram maior numero de

bacilos do que o grupo Infeccéo (Figura 6).

o o N N ®
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Carga bacilar nos pulmoes
(Log)

** **

FIGURA 6:

Unidades formadoras de colénias (UFC) no
pulmdo dos camundongos apds a infeccéo
com Mtb. *diferenca estatistica p<0,001,;
**diferenca estatistica p<0,01. Os
tratamentos foram comparados entre si pelo
teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni
e foi considerada diferenca estatistica
quando p<0,05.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho foi analisada a capacidade do adjuvante
ADVAX™ em melhorar a resposta imune induzida pela proteina recombinante
DAP. Assim duas formulacbes foram testadas associando a proteina
recombinante ao ADVAX1 e ADVAX2, compondo as formulacdes DAPVAX1 e
DAPVAX2. Os camundongos imunizados com as novas vacinas apresentaram
elevados indices de anticorpos IgG1l e IgG2a especificos contra a proteina DAP
apos a segunda imunizacéao (Figura 2). A formulagcdo DAPVAX2 foi a que melhor
induziu anticorpos de ambas as classes, mesmo depois do desafio (Figura 3). A
analise histopatologica mostrou que foi também esta formulacdo umas das que
apresentou menor extensao de lesdo pulmonar (Figuras 4 e 5). Contudo, a carga
bacilar dos pulmdes de todos os grupos avaliados foi elevada, ndo conferindo
protecao (Figura 6).

Os dados demonstram que a inducdo de anticorpos apos a infeccéo
pelo Mtb nem sempre estd relacionada a uma boa capacidade protetora. A
resposta humoral na TB € muito controversa e € de conhecimento geral que
existem anticorpos protetores e néo protetores na infeccdo pelo Mtb
(TEITELBAUM et al.,, 1998). Em humanos sabe-se que existe uma
heterogeneidade na resposta de anticorpos (STEINGART et al., 2009; YU et al.,
2012) havendo evidéncias de que apenas uma minoria das pessoas infectadas
produzem imunoglobulinas  protetoras  especificas contra  antigenos
micobacterianos (como a arabinomanana, por exemplo) (NAVOA et al., 2003).
Assim, a elevada inducéo de anticorpos especificos gerada por uma vacinagéo
nem sempre estd associada com a capacidade de protecdo da vacina. A
producdo de anticorpos envolve a ativacédo de células Thl e Th2, responsaveis
por induzir as células B a produzirem imunoglobulinas que auxiliam na eliminacéo
do antigeno, por meio da ativacdo do sistema complemento. Entretanto, essa
mesma via pode favorecer a entrada do antigeno na célula (ABEBE & BJUNE,
2009; MAGLIONE & CHAN, 2009).

TORRADO et al. (2013) verificaram que camundongos que possuiam

linfécitos B incapazes de secretar anticorpos foram mais susceptiveis a infec¢ao
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por via aérea com Mth, mesmo quando apresentavam uma populacdo de células
B ativa acumulada no pulméo. Os autores associaram essa susceptibilidade a
elevada expressao de citocinas (IL-6, IL-10 e GM-CSF) e moléculas produzidas
por macréfagos, e concluiram que os linfécitos B podem modular a resposta
contra Mtb em um 6rgéo especifico, agindo na producgdo de citocinas e ativacao
de macrofagos. Esses dados se correlacionam com a elevada inducdo de
anticorpos observada neste estudo que nao teve correlacdo com a protecédo, uma
vez que as células B ativadas podem produzir citocinas, apresentar antigenos
ativando linfécitos T e se ligar ao microorganismo facilitando a fagocitose.
Atividades estas que podem desencadear a producéo de citocinas e ativagao de
macrofagos.

Os cortes histolégicos dos pulmdes dos animais imunizados com as
novas formulagcdes contendo o adjuvante ADVAX apresentaram processo
inflamatério predominantemente mononuclear, sem formacdo de granulomas ou
necrose, mas com alteracdo do parénquima pulmonar. Ainda assim, as vacinas
nao agravaram a patologia gerada pela infeccéo (Figura 6). Contudo, o resultado
da analise histopatoldgica nao se refletiu na carga bacilar nos pulmdes, pois as
formulacbes vacinais apresentaram elevado namero de bacilos, inclusive maior
que o grupo Infec¢cdo, como no caso da DAPVAX2 (Figura 7). HU et al. (2013)
testaram uma vacina composta pelo ESAT-6 e Ag85 (Pe685a) numa formulacéo
contendo CpG DNA7909. Os autores verificaram que a nova vacina, foi uma forte
indutora de anticorpos especificos contra a nova proteina. Todavia, ndo houve
reducado na intensidade das lesdes pulmonares e tampouco na carga bacilar.

Outro trabalho de 2003 avaliou uma vacina de DNA codificadora da
molécula hsp60 do M. leprae em modelo de TB murina, observou que 30 dias
apos a infeccdo por aerosol o grupo vacinado apresentou patologia pulmonar
similar ao grupo apenas infectado (TAYLOR et al., 2003). Ao verificarem a carga
bacilar no 6rgdo, os autores constataram que 0s animais vacinados tiveram maior
namero de bacilos que o grupo controle infectado. A mesma vacina havia sido
testada anteriormente, mas com desafio endovenoso e apresentou resultados
positivos (LOWRIE et al., 1999). Porém, no estudo de 2003 com o modelo de
desafio que representa melhor a infecgéo natural os resultados ndo se repetiram.
Estes dados de 2003 e 2013 se assemelham aos dados encontrados neste
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estudo e ratificam que mesmo quando uma vacina de subunidade proteica
apresenta imunogenicidade e ndo gera extensas lesdes no tecido pulmonar, isso
nao indica que a mesma tera capacidade protetora.

O adjuvante ADVAX™ tem sido utilizado em diversas vacinas contra
doencas infecciosas com resultados promissores. HONDA-OKUBO et al. (2012)
observaram que o referido adjuvante melhorou a imunogenicidade e protecdo da
vacina contra influenza. Os camundongos imunizados com a vacina combinada
com ADVAX tiveram aumento de anticorpos neutralizantes e linfocitos B de
mem©éria quando comparado aos animais que receberam a vacina sozinha. Em
um estudo recente, a associacdo do ADVAX com antigenos da vacina da hepatite
B aumentou a resposta de anticorpos e de células TCD4 e TCD8 especificos em
camundongos (SAADE et al., 2013). Outro trabalho demonstrou que a formulacéo
JE-ADVAX, uma nova candidata a vacina contra o virus da encefalite japonesa,
foi altamente imunogénica e conferiu protecdo eficiente em camundongos pela
inducado de células B de memdria. Contudo no modelo utilizado neste estudo os
resultados de protecdo ndo foram positivos, apesar da forte inducéo de anticorpos
gerada principalmente pela formulacdo DAPVAX2.

Como outros relatos da literatura, a inducdo de imunoglobulinas por
vacinacdo ndo mostrou correlagdo com a protecédo no modelo estudado. Sabe-se
gue em infec¢des virais a producdo de anticorpos neutralizantes é muito
importante para a eliminacdo dos antigenos. No caso da TB, o papel efetivo das
células B e dos anticorpos na geracdo de resposta imune protetora ainda é
controverso. Logo, apdés a vacinacdo com as formulacbes DAPVAX
provavelmente nao foi induzida uma resposta de longa vida, que poderia ser
reestimulada apds o desafio. Assim, outros métodos devem ser estudados para a
validagdo de moléculas adjuvantes bem como de antigenos que podem compor

vacinas de subunidade proteica contra a TB.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi avaliada a capacidade do adjuvante ADVAX em
melhorar a resposta imunogénica induzida pela proteina recombinante DAP. A
associacdo de duas formulagbes de ADVAX com a proteina gerou uma resposta
robusta de anticorpos especificos das classes IgGl e IgG2a. Apds o desafio,
apesar de nao ter havido agravo na patologia pulmonar gerada pela infeccéo, as
novas vacinas nao foram capazes de proteger 0s camundongos que

apresentaram elevada carga bacilar.
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CAPITULO 4- CONSIDERACOES FINAIS

Muitos avancos foram alcancados na ultima década pela comunidade
cientifica envolvida em estudos de controle da tuberculose. Novos alvos de
drogas e vacinas tém sido avaliados com resultados promissores, e atualmente,
12 vacinas ja estdo em fase clinica de testes. Contudo, a vacina BCG ainda é a
mais segura para ser utilizada em recém- nascidos contra as formas mais graves
da tuberculose, sendo amplamente utilizada em todo o mundo.

Em 2013, o Brasil alcancou a meta estabelecida pela OMS que estava
prevista para o ano de 2015, com a diminuicao pela metade na incidéncia da TB e
no numero de mortes causadas pela doenca. Entretanto, muitas medidas ainda
precisam ser tomadas para que consigamos chegar a meta de erradicar a doenca
em 2050. Assim, estudos que visem o desenvolvimento de novas tecnologias
para o combate da tuberculose revestem-se de importancia merecendo especial
atencdo das autoridades dos paises, instituicdes de ensino bem como das
empresas privadas.

Em nosso grupo de pesquisa muitos estudos ja foram realizados com
diferentes formulacfes vacinais contendo outras proteinas recombinantes do Mtb
associadas a diferentes adjuvantes. Alguns dos adjuvantes ja utilizados foram o
CpG DNA e o lipossoma que apresentaram resultados promissores na protecao
contra a TB.

No presente estudo as formulacdes vacinais testadas apresentaram-se
promissores nas analises iniciais com geracdo de resposta imune especifica e
melhoria da resposta induzida pela vacina BCG. No, entanto esse resultado nao
se refletiu na protecédo dos animais, o que leva a analise de alguns fatores; 1. por
ndo haver informacdes na literatura sobre a proteina e o adjuvante Cn-AMP1 no
modelo utilizado foi realizado um esquema de hiperimunizagdo para analisar a
capacidade de inducao de anticorpos pela nova formulacao; 2: para a formulagao
DAPVAX este esquema foi mudado para 21 dias de intervalo e apenas duas
imunizacdes, pois h& na literatura comprovacdo da indugdo de anticorpos pela
associacdo do ADVAX em vacinas contra infecgbes virais; 3: foi utilizada uma

elevada dose de infeccdo por via endovenosa, 0 que gera uma resposta
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inflamatoria sistémica. Logo, a proteina e os adjuvantes utilizados precisam ser
mais bem caracterizados como componentes de vacina de subunidade proteica
levando-se em consideracdo as vias de inoculacéo e infeccéo, o ciclo e a dose de

imunizacao, além da combinacéo de outros antigenos do Mtb com os adjuvantes.
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